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Referat: 
 
In der vorliegenden Arbeit wird der Hypothese nachgegangen, ob der Transkriptions-
faktor NF-κB bei der mechanischen Dehnung von pulmonalen Strukturzellen und 
dem daraus resultierenden inflammatorischen Verhalten dieser verändert exprimiert 
wird und in wie weit ein Zusammenhang zwischen Dehnung, Zellschädigung und NF-
κB besteht. 
 
Dafür wurden sowohl frisch isolierte alveoläre Ratten-Typ-II Zellen, Zellen der hu-
man-alveolaren Epithelzelllinie A549 sowie Lungen- Fibroblasten der Zell-Linie Wi 38 
untersucht.  
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1 Einleitung 
 
1.1 Der Transkriptionsfaktor NF-κB 
 
1.1.1 Kurze Einführung 
 
Nuclear factor-κB (NF-κB) wurde 1986 von Sen und Baltimore als ein Protein in rei-
fen B-Lymphozyten entdeckt, das an eine spezifische DNA-Sequenz in einer Enhan-
cerregion des κ-Ketten-Gens der Immunglobuline bindet und dadurch dessen Trans-
kription stimuliert (Biochemie-Buch, Uni med Verlag; Liou und Baltimore 1993; Sen 
und Packer 1996; Sen und Baltimore 1986a+b). Weitere Forschungen ergaben, dass 
er nicht nur in immunologisch kompetenten Zellen vorkommt, sondern ubiquitär im 
gesamten Organismus zu finden ist und durch verschiedene Stimuli freigesetzt wer-
den kann (Baeuerle und Henkel 1994). Der Faktor spielt eine bedeutende Rolle als 
Regulator bei der Expression von Genen, die grundlegende Funktionen im Entzün-
dungsgeschehen, bei der Apoptose, der Immunantwort und der Zellproliferation ha-
ben. So ist er unter anderem an der Transkription zahlreicher Zytokine wie IL-1, IL-6, 
IL-8 und TNF als auch den mitogeninduzierten Enzymen Cox-2 und iNOS bis hin zu 
Granulozyten / Makrophagen-Kolonie-stimulierenden Faktor (GM-CSF) beteiligt 
(Baldwin 2001; Baeuerle und Baltimore 1996; Newton et al. 1997; Chen et al. 2001; 
Blackwell und Christman 1997; Tak und Firestein 2001; Barkett und Gilmore 1999). 
NF-κB ist in den meisten Zellen im Zytoplasma zu finden, wo er durch Bindung an 
inhibitorische IκB-Proteine in einem inaktiven Zustand gehalten wird. Antikörper-
produzierende B-Zellen, aktivierte T-Zellen und Makrophagen stellen die Ausnahme 
dar, in denen der Transkriptionsfaktor konstitutiv im Zellkern vorhanden ist (Bioche-
mie-Buch, Uni med Verlag; Sen und Baltimore 1986b; Baeuerle und Baltimore 
1988a+b).  
 
1.1.2 Struktur der NF-κB und IκB – Proteine 
 
NF-κB ist ein dimerer Transkriptionsfaktor mit Untereinheiten bestehend aus Protei-
nen der Rel – Familie. Diese bilden miteinander Homo- oder Heterodimere. Am häu-
figsten wurde bisher der NF-κB- Komplex mit den Untereinheiten p50 und p65 (RelA) 
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identifiziert (Baeuerle und Baltimore 1996; May und Ghosh 1997; Thanos und Mania-
tis 1995). Insgesamt gehören fünf Mitglieder der NF-κB/ Rel- Familie an: p65 (RelA), 
RelB, c-Rel, p100/p52 und p105/p50 (Baldwin 1996; Baeuerle und Baltimore 1996; 
Grilli et al. 1993; Whiteside und Israel 1997). Allen Mitgliedern der NF-κB/ Rel- Fami-
lie ist die Bindung an DNA möglich, aber nur p65 (RelA), RelB, und c-Rel sind in der 
Lage, sich an DNA-Regionen zu binden, welche zur Aktivierung von Transkriptions-
prozessen notwendig sind (Phelps et al. 2000a; Christman et al. 2000; Lawrence et 
al. 2001). Die so genannte Rel – Homology - Domain (RHD), bestehend aus ca. 300 
Aminosäuren, ist in allen Untereinheiten zu finden. Ihre Bestandteile sind für die Di-
merisierung (Dimersisierungsdomäne, DD), DNA-Bindung (Helix-Loop-Helix-Motiv, 
HLH) und nukleäre Translokation („nuclear localization sequence“, NLS) verantwort-
lich (May und Ghosh 1997; Phelps et al. 2000b; Siebenlist et al. 1994; Baldwin 
1996). Zur Komplexbildung mit den inhibitorischen IκB-Proteinen werden die NLS 
und zusätzlich eine C- terminal zur NLS gelegene Region der RHD benötigt. Außer-
dem besitzen einige Untereinheiten wie z.B. p65 einen N- terminalen Anteil in ihrer 
RHD, die NFκB/Rel/dorsal – NRD- Domäne, die ebenso für die Interaktion mit den 
IĸB-Proteinen verantwortlich ist (Phelps et al. 2000b; Baeuerle und Henkel 1994).  
Im Cytoplasma liegt NF-κB gebunden an die inhibitorische Untereinheit, IκB, vor (Si-
meonidis et al. 1999). Zu den IκB- Proteinen gehören IκB, IκB, IκB, IκB, Bcl-3 
sowie die Vorläuferproteine p105 und p100. Sie sind gekennzeichnet durch sechs bis 
sieben Ankyrin- Wiederholungen, den so genannten ARD – „ankyrin repeat domain“. 
Durch die Bindung der IκB-Proteine an NF-κB im Cytoplasma wird die Kernlokalisie-
rungssequenz (NLS) der Rel- Proteine verdeckt und der Transkriptionsfaktor inakti-
viert bzw. in einem inaktiven Zustand gehalten. Für die Hemmung von NF-κB sind 
vor allem IκB, IκB und IκB wichtig, die mit dem NF-κB- Dimer einen tertiären 
Komplex ausbilden. Sie besitzen eine N- terminale Domäne, über die der Abbau der 
IκB- Proteine durch das 26S- Proteasom reguliert wird, nachdem NF-κB aktivierende 
Stimuli auf den Komplex eingewirkt haben. Dies hat die Freisetzung, die Translokati-
on in den Zellkern und damit die Aktivierung von NF-κB zur Folge (Baldwin 1996; 
Karin und Ben-Neriah 2000; Chen et al. 1999; Phelps et al. 2000a; Beg und Baldwin 
1993; Gosh und Baltimore 1990; Baeuerle und Baltimore 1996; Siebenlist et al. 1994; 
Thanos und Maniatis 1995; Thompson et al. 1995; Whiteside et al. 1997; May und 
Gosh 1997). Die IκB- Proteine enthalten zusätzlich eine C- terminale Sequenz, in der 
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sich Prolin, Glutamat, Serin und Threonin befinden (Tran et al. 1997). Diese PEST – 
Sequenz ist unerlässlich für die schnelle Degradation der IκB – Moleküle bei der Ak-
tivierung von NF-κB (Naumann und Scheidereit 1994). 
 
 
 
Abb.1: NF-κB/Rel- und IκB-Proteine (verändert nach Karin und Ben-Neriah, 2000). LZ: 
Leucin-Zipper, RHD: Rel-Homologiedomäne, TD: Transaktivierungsdomäne, SS: SS steht 
für die beiden Serine in der N-terminalen Region von IκBα, IκBβ und IκBε, die durch den IκB-
Kinasekomplex (IKK) phosphoryliert werden. P50 und p52 entstehen aus ihren Vorläuferpro-
teinen p105 und p100 durch limitierte Proteolyse durch das 26S-Proteasom. Die Schnittstel-
len sind schematisch durch einen schwarzen Pfeil markiert. Nicht dargestellt ist IκBγ, das der 
C-terminalen Domäne von p105 entspricht. 
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IκB ist das am besten charakterisierte inhibitorische Protein (Karin und Ben-Neriah 
2000; Gosh und Baltimore 1990; Zabel und Baeuerle 1990; Davis et al. 1991; Haskill 
et al. 1991). Es wird im Organismus ubiquitär exprimiert und bindet bevorzugt an die 
p65 oder c-Rel Untereinheit von NF-κB (Baldwin 1996; Gosh et al. 1998). Alle be-
kannten Signale, die NF-κB aktivieren können, führen über den Abbau von IκB zu 
einer transienten / vorübergehenden Aktivierung des Transkriptionsfaktors (Sun et al. 
1993). IκB wird im Gegensatz dazu nur nach Stimulation mit LPS und IL- 1 abge-
baut, was zu einer persistierenden Aktivierung des Transkriptionsfaktors führt 
(Suyang et al. 1996). 
 
1.1.3 Die Aktivierung des NF–κB-Systems durch den IκB- Kinasekomplex (IKK) 
 
Eine große Zahl verschiedenster Stimuli vermag das NF-κB-System zu aktivieren 
(Baeuerle und Baltimore 1996; Baldwin 1996). Dazu gehören unter anderem Cytoki-
ne wie TNF und IL-1, Wachstumsfaktoren, Hormone, LPS, Viren (HTLV-1), virale 
Produkte, oxidative oder umweltbedingte Stressfaktoren (z.B. Schwermetalle, Ziga-
rettenrauch) sowie Chemotherapeutika (Pahl 1999; Baldwin 1996; Grilli et al.1993; 
Page et al. 1999; Siebenlist et al. 1994; Brand et al. 1997). 
Die Phosphorylierung, die zur NF-κB Aktivierung führt, wird durch den IκB- Kinase-
komplex (IKK) katalysiert, der als Hauptregulator eine entscheidende Funktion in der 
Signalkaskade spielt (DiDonato et al. 1997; Mercurio et al. 1997; Zandi et al. 1997). 
An diesem Komplex konvergieren die meisten der durch differente Stimuli ausgelös-
ten Signaltransduktionswege. Er phosphoryliert die IκB- Proteine an spezifischen Se-
rinresten. Das dient als Signal für eine nachfolgende Polyubiquitierung und den an-
schließenden Abbau der IκB- Proteine durch das 26S- Proteasom. Dadurch wird NF-
κB aktiviert und freigesetzt. Das so entstandene NF-κB- Dimer transloziert nun in den 
Zellkern, wo es an regulatorische κB- Promotor- und Enhancer- Elemente bindet und 
in Interaktion mit anderen Transkriptionsfaktoren die spezifische Expression zahlrei-
cher Gene steuert (Baldwin 1996; Karin und Ben-Neriah 2000; Baeuerle und Baltimo-
re 1996; Baeuerle und Henkel 1994; May und Gosh 1997). Der Mechanismus ist am 
besten erforscht für IκB. An den Serinresten 32 und 36 in der N- terminalen, regula-
torischen Domäne phosphoryliert der IKK- Komplex IκB (Brown et al. 1995). Dies 
dient als Erkennungsmotiv für den SCF/ ß-TrCP Ubiquitin- Ligase- Komplex (Yaron 
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et al. 1998) und hat die Polyubiquitinierung der Lysinreste 21 und 22 zur Folge 
(Scherer et al. 1995). Nun wird das IκB durch das 26S- Proteasom abgebaut. Über 
den selben Mechanismus erfolgt die Aktivierung von NF-κB in Komplexen mit IκB 
und IκB, die ebenfalls Serin- und Lysinreste in ihrer N- terminalen Domäne besitzen 
(May und Gosh 1998).  
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Abb. 2: Allgemeiner Aktivierungsmechanismus von NF-κB. Beispielhaft ist die Aktivie-
rung eines p65 (RelA)/p50-Heterodimers in Komplex mit IκBα dargestellt. Fast alle NF-κB 
aktivierenden Stimuli aktivieren den IκB-Kinasekomplex (IKK). Dieser phosphoryliert IκB an 
den Serinresten 32 und 36, was als Signal für eine nachfolgende Polyubiquitinierung von 
IκBα durch die SCF/β-TrCP Ubiquitin-Ligase an den Lysinresten 21 und 22 dient. Polyubiqui-
tiniertes IκBα wird durch das 26S-Proteasom degradiert und das freigesetzte NF-κB translo-
ziert in den Zellkern, wo es an das κB-Erkennungsmotiv in den Promotoren seiner Zielgene 
bindet und diese reguliert. κB-Konsensussequenz: GGGRNNYYCC (R: Purin-, Y: Pyrimidin-, 
N: beliebige Base) 
Einleitung 
 
 
10 
 
Die Kinasen IKK  und IKK  werden für die Serin- Phosphorylisierung der IκB- Pro-
teine verantwortlich gemacht, was den initialen Schritt der NF-κB- Aktivierung dar-
stellt. Sie kommen in hetero- oder homodimerischer Form als Bestandteil hochmole-
kularer Komplexe im Zytosol vor (Baeuerle und Baltimore 1996; Israel 2000; Karin 
und Ben-Neriah 2000; Scheidereit 1998). Zusammen werden sie mit dem Adaptorp-
rotein IKK-  (auch „NF-κB essential modulator“, NEMO; „IKK- associated protein 1“, 
IKKAP1 genannt) als IκB-Kinase (IKK)- Komplex bezeichnet (Gosh und Karin 2002; 
Israel 2003; Mercurio et al. 1997; Woronicz et al. 1997). Sowohl das kinaseaktive 
Molekül IKK- wie auch IKK- weisen sehr ähnliche Primärstrukturen auf und besit-
zen eine N- terminale Kinasedomäne (KD), sowie ein C- terminales Helix- Loop- He-
lix- Motiv (HLH), das die Aktivität der KD moduliert und für Interaktion mit IKK-  be-
nötigt wird. Eine Leucin- Zipper- Struktur befindet sich zwischen diesen beiden Re-
gionen. Sie ist für die Bildung der Heterodimere aus IKK-  und IKK-  notwendig 
(Didonato et al. 1997; Stancovski und Baltimore 1997; Woronicz et al. 1997; Zandi 
und Karin 1999; Rothwarf et al. 1998; Karin und Ben-Neriah, 2000) (Abb.3).  
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Abb. 3: Der IKK-Komplex als zentrale Schaltstelle der NF-κB-Aktivierung. 
Der Komplex besteht aus den Untereinheiten IKK- und IKK-, die über eine Helix-Loop-
Helix (HLH)-Domäne, ein reißverschlußartiges Leucinmotiv (LZ), sowie eine Kinasedomäne 
(KD) verfügen und für die Phosphorylierung der IκB-Proteine verantwortlich sind. Ein weite-
res Element des Komplexes stellt das Adaptorprotein IKK-γ dar, welches über eine C-
terminale Region die beiden Kinasen IKK- und IKK- miteinander verbindet. Durch Stimulie-
rung kommt es zur Phosphorylierung und Aktivierung des Komplexes durch IKK-Kinasen, die 
ihrerseits durch oberhalb liegende Signalübertragungsmoleküle aktiviert werden. 
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In unterschiedlichen Studien wurde beobachtet, dass nur IKK- für die Aktivierung 
von NF-κB relevant und auch für die anschließende Inaktivierung des IKK- Komple-
xes essentiell zu sein scheint (Fischer et al. 1999; Karin und Ben-Neriah 2000). Die 
Bedeutung von IKK- ist dagegen weniger aufgeklärt. Es konnte allerdings festges-
tellt werden, dass IKK- in B- Zellen für die Reifung, die erhöhte Expression speziel-
ler NF- κB- Zielgene sowie für die Prozessierung von p100 zu p52 nötig ist (Senftle-
ben et al. 2001). Das Adaptorprotein IKK-  kann auf der einen Seite den IKK- Komp-
lexes stabilisieren und verfügt auf der anderen Seite auch über regulatorische Funk-
tionen der Kinaseaktivität (Agou et al. 2002; Gosh und Karin 2002; Israel 2003; Page 
et al. 1999; Rothwarf et al. 1998; Scheidereit 1998; Tegethoff et al. 2003). Die ge-
naue Stöchiometrie des IKK- Komplexes wurde bislang nicht aufgedeckt. Ebenso 
konnte auch die Beteiligung anderer Komponenten nicht zweifelsfrei nachgewiesen 
werden. Zwei Heterodimere von IKK- und IKK- sind vermutlich die Baueinheit und 
werden von einem IKK-- Dimer oder Trimer zusammengehalten. Über die Leuzin-
Zipper-Motive wird die Interaktion zwischen IKK- und IKK- vermittelt (Karin 1999; 
Karin und Ben-Neriah 2000). Auch IKK wird wie die IĸB- Proteine durch Phosphory-
lierung reguliert (Delhase et al. 1999). Die Aktivierung des IKK- Komplexes beruht 
dabei ausschließlich auf der Phosphorylierung von IKK-. Die initiale Phosphorylie-
rung soll dabei eine IKK- Kinase übernehmen und die gesamte Aktivierung von IKK 
dann über Trans-Autophosphorylierung laufen. Nun werden einerseits die IĸB- Pro-
teine durch den aktivierten IKK-Komplex phosphoryliert, andererseits läuft eine ex-
tensive Autophosphorylierung im C- terminalen Bereich sowohl von IKK- als auch 
von IKK- ab. Die dadurch vermutlich entstehende Konformationsänderung führt zu 
einem Übergang von IKK von einem Zustand mit hoher Aktivität in einen mit niedrige-
rer (Delhase et al. 1999). Demzufolge wird die Aktivität von NF-ĸB auch im Bereich 
des IKK- Komplexes genau reguliert. Eine durch Stimuli verursachte persistierende 
Aktivierung des Transkriptionsfaktors, wird durch diese negative Rückkopplung ver-
hindert und damit potentiell negative Folgen für den Organismus abgewendet. Auf-
grund der Tatsache, dass die Aktivierung von NF-ĸB durch verschiedenste Stimuli 
erfolgen kann, wurden mittlerweile zahlreiche Kinasen entdeckt, die die initiale Phos-
phorylierung von IKK auslösen könnten (Karin und Ben-Neriah 2000). In T-Zellen und 
Makrophagen wurde ein weiterer IKK- Komplex gefunden, der anstatt IKK-, IKK- 
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und IKK- die Kinase IKK- bzw. IKKi enthält. (Shimada et al. 1999; Peters et al. 
2000). Diese weist 27% Homologie zu IKK- und IKK- auf und phosphorysiert IκB- 
nach PMA- Stimulation und T- Zellrezeptor- Aktivierung (Peters et al. 2000). Die ge-
naue Funktion dieses neuen Komplexes muss allerdings noch untersucht werden. 
Die aber zentrale Bedeutung des IKK--IKK--IKK-- Komplexes wird dadurch un-
terstrichen, dass das Vorhandensein von IKK- und IKK- absolute Voraussetzung 
für die Aktivierung von NF-ĸB bei einer großen Zahl von untersuchten Stimuli ist.  
 
1.1.4 Die Bedeutung von NF-κB in der Entzündungsreaktion 
 
Ungefähr 200 Gene sind mittlerweile bekannt, die durch NF-ĸB beeinflusst bzw. re-
guliert werden (Pahl 1999). Hierzu gehören viele, die Cytokine, Wachstumsfaktoren, 
Chemokine, zelluläre Rezeptoren sowie Proteine kodieren, welche wiederum an der 
Antigenpräsentation, Zelladhäsion, Akute-Phase-Reaktion und der Stressantwort 
beteiligt sind (Akira und Kishimoto 1997). Die besondere Bedeutung des Transkripti-
onsfaktors bei Entzündungsreaktionen und im Immunsystem wird durch diese 
Schlüsselrolle dargestellt (Gosh et al. 1998). Denn einige dieser von NF-ĸB induzier-
ten Proteine und Faktoren, können den Transkriptionsfaktor selbst aktivieren (Collins 
et al. 1995). Beispielsweise gehören die Cytokine TNF, IL-1 sowie IL-6 dazu und 
sind zugleich auch die wichtigsten NF-ĸB gesteuerten Akute-Phase-Regulatoren 
(Baldwin 1996). Desweiteren nimmt NF-ĸB eine grundlegende Rolle in physiologi-
schen Differenzierungsprozessen, der Zellzyklusprogression sowie der Apoptose ein 
(Baldwin 1996; Aggarval 2000; Chen et al. 2001; Tak und Firestein 2001; Barkett und 
Gilmore 1999). Die Aktivität dieses Transkriptionsfaktors ist ein sehr komplexer und 
genau gesteuerter Prozess, durch den es dem Organismus möglich ist, auf stressin-
duzierte und pathogene Stimuli adäquat zu reagieren. Möglich wird dies, weil NF-ĸB 
in den meisten Geweben vor allem inaktiviert vorliegt und nur temporär induziert 
wird. Ist dieser Ablauf einmal defekt, können zahlreiche pathologische Prozesse in 
Gang gesetzt werden, die in den meisten Fällen mit einer erhöhten NF-ĸB- Aktivität 
einhergehen. Dies wird vor allem bei chronisch-entzündlichen Erkrankungen und 
Krebs deutlich (Rayet und Gelinas 1999; Makarov 2000). Ein entscheidender Faktor 
bei der Entstehung von Entzündungsreaktionen ist die Rekrutierung von Monozyten, 
Granulozyten sowie T- Lymphozyten aus dem Kreislauf an den Ort der Inflammation 
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(Nichols et al. 2001). Die dort aktivierten Leukozyten produzieren nun ihrerseits 
proinflammatorische Mediatoren, die das Entzündungsgeschehen initiieren und fort-
schreiten lassen. Die schon erwähnten proinflammatorischen Cytokine TNF und IL-
1 aktivieren NF-ĸB in dieser Anfangsphase der Entzündung, was wiederum zur Pro-
duktion von weiteren entzündungsfördernden Cytokinen und zur Expression von Zell-
Zell-Adhäsionsmolekülen wie ICAM-1, VCAM-1, PECAM-1 sowie E-Selektin führt. 
Diese sind für das Rekrutieren und Aktivieren der Leukozyten verantwortlich. Die 
durch das aktivierte NF-ĸB induzierten proinflammatorischen Zielgene sind unter an-
derem IL-1, IL-2, IL-6, IL-17, TNF, MCP-1, GM-CSF, COX-2, ROI sowie iNOS (Tak 
und Firestein 2001; Chen et al.1999; Makarov 2000). Der durch die örtliche Aktivie-
rung von NF-ĸB ausgelösten Stressreaktion mittels ROIs (Reactive Oxygen Interme-
diates) und dem Anschalten des Enzyms iNOS (inducible Nitric Oxidase Synthase) 
kommt eine Schlüsselrolle zu (van der Berg et al. 2001). Bei zahlreichen chronisch-
entzündlichen Erkranungen wird neben der breiten aktivierenden Wirkung von NF-ĸB 
auf Chemokine, Zytokine, Immunrezeptoren und Adhäsionsmoleküle auch eine er-
höhte Expression des iNOS- Enzyms in den Epithelien der Atemwege, in Makropha-
gen von Asthmatikern, in den Epithelien der Kolonschleimhaut bei Colitis unlcerosa, 
bei Lupus erythematodes sowie in den Synovialzellen bei rheumatoider Arthritis fest-
gestellt (Baldwin 2001). In diesen Fällen kommt es nicht zur Auflösung der Entzün-
dung durch Bildung antiinflammatorischer Mediatoren und zur Apoptose der einge-
wanderten Leukozyten, sondern zu einem Persistieren von aktivierten NF-ĸB in den 
Entzündungsherden, was ein chronisch entzündliches Geschehen zur Folge hat. 
Auch bei Arteriosklerose und Glomerulonephritiden ist eine abnormale NF-ĸB- Aktivi-
tät festgestellt wurden (Tak und Firestein 2001; Chen et al. 1999; Makarov 2000; Fan 
et al. 2001; Baeuerle und Henkel 1994; Barnes und Karin 1997). Selbst die Begleit-
symptome der chronischen Erkrankungen, wie z.B. die durch Metalloproteinasen 
(MMP) und Osteoklasten hervorgerufenen Gewebeschädigungen bei rheumatoider 
Arthritis, können von NF-ĸB verursacht sein (Makarov 2000). Da NF-ĸB auch an der 
Kontrolle des Zellzyklus und der Apoptose beteiligt ist, spielt dieser Transkriptions-
faktor ebenfalls bei der Entstehung von Neoplasien eine Rolle. In den meisten Situa-
tionen fördert er nämlich die Zellzyklusprogression und hemmt die Apoptose (Chen 
et al. 2001). Dies erklärt, warum in zahlreichen Tumoren (z.B. Mammakarzinome, 
Lungenkarzinome, Schildrüsenkarzinome, Melanome, Colonkarzinome) eine deutlich 
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erhöhte NF-ĸB- Aktivität gefunden wird und ein verstärktes Tumorwachstum sowie 
eine Resistenz gegenüber Chemotherapeutika damit in Korrelation gebracht werden 
können (Mercurio und Manning,1999; Rayet und Gelinas 1999; Wang et al. 1999; 
Aggarwal 2000; Chen et al. 2001).  
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1.2 Akutes Lungenversagen / ARDS 
 
Nach schweren Traumen und während entzündlicher Prozesse werden zahlreiche 
proinflammatorische Mediatoren freigesetzt. Ein bedeutendes Zielorgan dieser Pro-
zesse ist die Lunge, was sich in vielen Erkrankungen widerspiegelt. Das akute Lun-
genversagen ist das Ergebnis eines komplexen Zusammenwirkens zwischen Ent-
zündungszellen und immunologischen Mediatoren. Auch der ubiquitär vorkommende 
Transkriptionsfaktor NF-ĸB, der wie schon beschrieben eine besondere Rolle bei der 
Regulation von proinflammtorischen Cytokinen spielt, wirkt bei der Pathogenese des 
akuten Lungenversagens mit.  
 
1.2.1 Definition und Epidemiologie 
 
Das akute Lungenversagen, anfangs auch „Schocklunge“ bzw. „septische Lunge“ 
genannt, wurde im Jahre 1967 von Ashbaugh et. al. als ein klinisches Syndrom be-
schrieben, dass durch Tachypnoe, diffuse alveoläre Infiltrate, persistierende Hypo-
xämie trotz Sauerstoffbeatmung sowie verminderte pulmonale Compliance charakte-
risiert wurde. Später setzte sich für diese Lungenfunktionsstörung der Begriff ARDS 
(Acute Respiratory Distress Syndrome) durch. Aber erst die North-American-
European-Consensus Conference (NAECC) legte sich auf eine einheitliche Definition 
dieses Syndroms fest. Ein akuter Beginn, niedrige Sauerstoffpartialdrücke 
(PaO2/FiO2< 300 mmHg), bilaterale diffuse Infiltrate, die auf einer Röntgenthorax-
Aufnahme (pa) sichtbar sind und der Ausschluss einer Linksherzinsuffiziens charak-
terisieren den mittleren Schweregrad, das sogenannte Acute Lung Injury (ALI). Von 
einem Acute Respiratory Distress Syndrome (ARDS), dem hohen Schweregrad, 
spricht man, wenn der Sauerstoffpartialdruck zusätzlich noch unter 200 mmHg fällt. 
(Herold 2005; Wyncoll und Evans 1999; Bernard et al. 1994; Atabai und Matthay 
2002; AWMF 1996). 
ARDS stellt auch in der heutigen Intensivmedizin nach wie vor ein Problem dar. Je 
nach Studienansatz schwankt die Inzidenz zwischen 5-50 Fällen pro 100.000 Ein-
wohnern pro Jahr. (Herold 2005; Hudson und Steinberg 1999; Villar und Slutsky 
1989; Hudson et al. 1995).  
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Die Prognose, dass heißt die Letalität, ist abhängig von der Grundkrankheit und kann 
zwischen 10% bis über 80% liegen. Alkoholabusus und extrapulmonale Erkrankun-
gen erhöhen die Letalität zusätzlich (Herold 2005). 
 
1.2.2 Pathogenese  
 
Als Ursache muss man zwischen direkten und indirekten pulmonalen Schädigungen 
unterscheiden. Direkte entstehen zum Beispiel durch Aspiration von Mageninhalt 
oder Süß- bzw. Salzwasser, beatmungspflichtige Pneumonien, Intoxikationen mit 
Paraquat, Narkotika u.a., Inhalation toxischer Gase (z.B. NO2, Rauchgase u.a.) oder 
hyperbarem Sauerstoff. Indirekte Schädigungen können durch Sepsis, Polytrauma, 
Fettembolie, Verbrennung, Massentransfusion, Verbrauchskoagulopathie, einer aku-
ten Pankreatitis sowie Schock verursacht sein (Herold 2005). Die sekundären Ereig-
nisse liegen dabei eindeutig in der Mehrzahl der Fälle vor. Besonders Polytrauma, 
Verbrennung, Schock und Sepsis sind ursächlich für dieses Krankheitsbild (Hudson 
und Steinberg 1999; Hudson et al. 1995). An erster Stelle steht jedoch eindeutig die 
Sepsis als Ursache für diese massive Lungenfunktionsstöung und das klinische Bild 
des ARDS (Villar und Slutsky 1989; Martin und Silverman 1992). Bakterielle Endo- 
und Exotoxine sind entscheidende Auslöser einer inflammatorischen Kettenreaktion, 
die sich erst als ARDS und letztendlich als ein Multiorganversagen manifestieren 
kann (Martin und Silverman 1992; Brigham und Meyrick 1986; Ulevitch 1991).  
Auf der äußeren Membran gramnegativer Bakterien sind sogenannte Lipopolysac-
charide (LPS) als Endotoxine lokalisiert. Freigesetzte LPS bewirken neben einer di-
rekten Schädigung der Organe auch die Aktivierung diverser proinflammatorischer 
Zellen wie Granulozyten, Monozyten, B-Lymphozyten und Alveolamakrophagen. 
Diese aktivierten Immunzellen setzten nun ihrereseits aggressive Mediatoren frei, um 
Bakterien zu töten und deren Toxine zu inaktivieren. Bei diesen Mediatoren handelt 
es sich um proinflammatorische durch NF-ĸB beeinflussbare und NF-ĸB beeinflus-
sende Zytokine, wie z.B. IL-1, IL-6, IL-8, aber auch der Tumo-Nekrose-Faktor  (TNF 
). Sie bewirken in anderen Zellen wiederum die Freisetzung von NO, Komplement-
faktoren, PAF und Prostanoiden (Andersen et al.1985). 
In mehrere Stadien geteilt, gehört zu den pathophysiologischen Veränderungen des 
ARDS eine exusaditve Phase, die durch eine gesteigerte Kapillarpermeabilität sowie 
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einer prä- und postkaplillären Vasokonstriktion gekennzeichnet ist und die Freiset-
zung von Sauerstoffradikalen, Proteasen sowie Entzündungsmediatoren zur Folge 
hat. Daraus resultiert ein interstiltielles Lungenödem, welches zum Untergang der 
alveolären Typ II – Zellen, damit zur verminderten Bildung des Surfactant factors und 
nun wiederum zum Einstrom proteinreichen Exsudates in die Alveolen (alveoläres 
Lungenödem) führt. Als Konsequenz aus dem Missverhältniss zwischen Lungenper-
fusion und Ventilation bilden sich Mikroatelektasen und hyaline Membranen, die in 
einem intrapulmonalen Rechts-Links-Shunt mit Hypoxie gipfeln. In der sogenannten 
proliterativen Phase, dem irreversiblen Stadium des ARDS,  kommt es durch eine 
Aktivierung von Makrophagen und Fibroblasten zur Ausbildung einer Lungenfibrose 
sowie einer Endothelproliferation der Alveolarkappillaren. Diese erhöhte Diffusions-
strecke führt letztendlich zu einer zunehmenden Perfusionsverschlechterung mit ei-
ner respiratorischen Globalinsuffizienz (Herold 2005). 
 
1.2.3 Klinik 
 
Eine arterielle Hypoxämie, Dyspnoe und Tachypnoe sind dann die klinischen Leit-
symptome. (Herold 2005; Renz-Polster et al. 2004). Wobei das erste Stadium zu-
nächst durch die Hypoxämie sowie einer Hyperventilation mit einer respiratorischen 
Alkalose gekennzeichnet ist. Darauf folgt meist eine zunehmende Atemnot mit be-
ginnenden Röntgenveränderungen der Lunge, die in der Form beidseitiger fleckiger 
bzw. streifiger Verdichtungen kenntlich werden. In der proliferativen Phase kommt es 
wie schon erwähnt zu einer respiratorischen Globalinsuffizienz (Hypoxämie und Hy-
perkapnie), die mit einer respiratorischen Azidose und zunehmenden beidseitigen 
Verschattungen der Lunge einhergeht. Aus diesem Grund sind Röntgenverlaufskont-
rollen unerlässlich, da vor allem die beidseitigen diffusen Lungenveränderungen 
beim akuten Lungenversagen differentialdiagnostisch von einer meist einseitig ver-
laufenden Pneumonie zu unterscheiden ist. Außerdem muss auch ein kardial beding-
tes Lungenödem ausgeschlossen werden, um ein ARDS zu diagnostizieren (Herold 
2005). 
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1.2.4 Therapie 
 
Die Therapie des akuten Lungenversagens muss sowohl kausal als auch symptoma-
tisch erfolgen. Auf der einen Seite sollte die auslösende Ursache wie zum Beispiel 
ein Schockzustand beseitigt, auf der anderen muss durch verschiedene Beat-
mungsmethoden eine symptomatische Kreislaufstabilisierung in der Akutsituation 
erreicht werden.  
An erster Stelle steht hier die lungenprotektive Beatmung, aber auch die Hochfre-
quenzoszillationsventilation (HFOV), extrakorporale Verfahren des Gasaustausches 
(„extracorporal lung assist“ = ECLA) wie die CO2 – Elimination mit dem extrakorpora-
len Membranoxygenator (EKMO) über einen veno-venösen Bypass oder der intra-
vaskuläre Oxygenator (IVOX) stellen eine alternative Beatmungsform dar (Herold 
2005). 
Dennoch wird vor allem die lungenprotektive Beatmung als Interventionsmethode 
eingesetzt, da sie die Letalität (mortality) nachweislich senken konnte (ARDSNetwork 
2000 NEJM). 
Ein niedriger Spitzendruck (< 30 mbar), ein ausreichend hoher PEEP – positive end-
expiratory pressure (9-12 mbar) sowie niedrige Tidalvolumina sind entscheidend für 
eine erfolgreiche Behandlung. Außerdem ist eine intermittierende Bauchlagerung zur 
Prophylaxe dorsaler Atelektasenbildung notwendig. Eine leichte Hyperkapnie kann 
akzeptiert werden (permissive Hyperkapnie), sofern der Sauerstoffpartialdruck (pO2) 
über 60 mmHg bzw. die Sauerstoffsättigung (SaO2) über 92% liegt. Sobald eine 
Spontanatmung wieder möglich ist, sollte allerdings auf assistierte Spontanatmungs-
verfahren (z.B. BIPAP) gewechselt werden (Herold 2005).  
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1.3 Beatmung und beatmungsinduzierte Lungenschädigung  
 
1.3.1 Das Alveolarsystem der Lunge 
 
Der alveolare Raum ist von einem dünnen Alveolarepithel ausgekleidet, welches ei-
nen Surfactantfilm synthetisiert, der für den physiologischen Ablauf des Respirati-
onszyklus enorm wichtig ist. Es muss den Organismus vor inhalierten Umweltnoxen 
schützen und gleichzeitig den Gasaustausch gewährleisten. Die alveolaren Epithel-
zellen sind hierfür mit Ionenkanälen bzw. –pumpen ausgestattet und besitzen die 
Fähigkeit, immunmodulatorische Mediatoren und Matrixkomponenten zu sezernieren 
sowie aktiv alveolären Surfactant zu produzieren. Es gibt zwei verschiedene Arten 
von Alveolarepithelzellen - Pneumozyten Typ-I und Typ-II. Erstere, sehr große flache 
Zellen mit wenig Zytoplasma, bedecken ca. 90% der Alveolaroberfläche und machen 
etwa 8% der Lungenparenchymzellen aus. Sie lagern sich großflächig einer Basal-
lamelle an, die wiederum mit der Basalmembran der Endothelzellen der Alveolarka-
pillaren verschmilzt. Zusammen bilden sie damit die Barriere für den Gasaustausch 
an der Alveolarwand. Wobei das dünne Zytoplasma der Typ-I Pneumozyten den 
Gasaustausch der Lunge durch Minimierung der Diffusionsstrecke erleichtert (Mor-
genroth 1986). Die Typ-II Zellen haben einen Durchmesser von ca. 9 µm und im Ge-
gensatz zu den Alveolarepithelzellen Typ-I ist das Zytoplasma reich an Organellen. 
Besonders Lamellenkörper sind charakteristisch für diese Zellart und haben einen 
Anteil von 18-24% am Zytoplasma. Sie sind als Substrat der Syntheseleistung dieser 
Zellen aufzufassen, wo auch der Ursprung der intrazytoplasmatisch gebildeten, ober-
flächenaktiven Substanzen, dem Surfactant, liegt. Dieser ist eine Mischung (Emulsi-
on) aus Phospholipiden, Proteinen sowie Kohlenhydraten (Morgenroth 1986) und 
setzt so die Oberflächenspannung der gesamten Lunge herab, was die reibungslose 
Inspiration überhaupt erst möglich macht.  
Durch „tight-junctions“ stehen die beiden Alveolarepithelzellentypen miteinander in 
Verbindung und errichten so die eigentliche epitheliale Barriefunktion. Für den intra-
und interzellulären Transport von Ionen und Kleinmolekülen sind sogenante „Gap-
junctions“ zuständig, die aber in wesentlich geringerer Zahl zwischen den beiden 
Pneumozytenarten vorkommen (Bartels et al. 1980). Durch diese Zell-Zell-
Verbindungen wird die Permeabilität des alveolaren Epithels reguliert. Sie sind aber 
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gegenüber mechanischen Belastungen nur in geringem Maße beanspruchbar (Ma-
son und Shannon 1997).  
Typ-II Zellen sind im Gegensatz zu den den Typ-I Pneumozyten in der Lage, zu proli-
ferieren und sich zu Typ-I Zellen zu differenzieren (Evans et al. 1975). Dieser Pro-
zess wird Transdifferenzierung bezeichnet und beschreibt die Umwandlung einer 
hoch differenzierten Zelle zu einer weniger differenzierten Zelle, wie der Typ-I Zelle 
(Fehrenbach et al. 1999). Dadurch ist es den Pneumozyten Typ-II möglich, auf 
Schädgungen des Alveolarepithels adäquat mit Reparatur- bzw. Proliferationspro-
zessen zu reagieren (Evans et al. 1975). Eine Transdifferenzierung kann man nach 
einer gewissen Zeit auch bei Primärkulturen von Typ-II Zellen beobachten, die in vit-
ro kultiviert worden, da ihnen danach zellspezifische Charakteristika fehlen (z.B. Ver-
lust der kuboidalen Zellform und der Lamellarkörper) (Shannon et al. 1987).  
Typ-II Zellen sind außerdem in der Lage, bioaktive Faktoren zu synthetisieren, die 
eine inflammatorische Reaktion initiieren und unterhalten können. Da sie immun-
komponente Zellen sind, können sie einen chemotaktischen Gradienten aufbauen, 
der zur Rekrutierung von Makrophagen aus dem Pool peripherer Monozyten des Blu-
tes führt. Dieser Prozess ist bei akuten und chronischen Lungenerkrankungen zu 
beobachten, die durch die Präsenz von aktivierten Makrophagen und anderen Ent-
zündungszellen gekennzeichnet ist (ONeil et al. 1984). 
 
1.3.2 Effekte von mechanischer Dehnung auf die Alveolarepithelzellen 
 
Es ist mittlerweile bekannt, dass bei der Regulation, Funktion und Metabolismus der 
Lungenzellen physikalische Kräfte eine entscheidende Rolle spielen (Riley et al. 
1990). Sind sie abnormal, können daraus aber auch unterschiedliche pathologische 
Prozesse resultieren, die das Lungengewebe schädigen. So bedürfen die durch me-
chanischen Stress hervorgerufenen Krankheiten der Lunge wie z.B. das Barotrauma, 
infolge der intensivmedizinischen künstlichen Beatmung, Pulmonary Hypertension, 
Pulmonary Hypoplasia, Asthma bronchiale oder COPD noch einer intensiveren For-
schung, um erfolgreich präventiv und therapeutisch gegen sie vorgehen zu können. 
Denn wie schon erwähnt, sind die Regelkreise intrazellulärer Signaltransduktionswe-
ge, die durch mechanische Stimulation ausgelöst werden, noch nicht ausreichend 
aufgeklärt. 
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Allerdings sind bereits einige Versuche mit Zellen des menschlichen Organismus 
durchgeführt worden, die mechanischem Stress ausgesetzt waren, wie z.B. zellulare 
und molekulare Antworten von Herzmuskelzellen auf mechanische Dehnung (San-
doshima und Izumo 1997), Genregulation durch mechanische Dehnung von Endo-
thelzellen (Resnick et al. 1997), Mechanotransduktion von Gefäßmuskelzellen (Osol 
1995), Knochenzellen (Turner et al. 1995) sowie Endothelialzellen (Davies 1995; Da-
vies et al. 1997). Wie aber genau die mechanisch intrazelluläre Signaltransduktion 
bei durch mechanische Dehnung stimulierten Lungenzellen abläuft, wurde bisher in 
noch nicht ausreichendem Maße untersucht. 
 
Bekannt ist, dass mechanische Beatmung zu einer Zunahme von proinflammatori-
schen Zytokinen und Mediatoren führt wie z.B. TNF-, Interleukine wie IL-1, IL-6 
und IL-10. Diese Erkenntnisse stammen aus der Auswertung von Lungenlavagen 
von isolierten Rattenlungen (Tremblay et al. 1997). 
Die Freisetzung des Interleukins IL-8 beobachtete man bei der Belastung der auch in 
dieser Arbeit untersuchten human-alveolaren Epithelzelllinie A549 mit dem Flexercell 
Stretchgerät (Vlahakis et al. 1999).  
Inflammatorische Zytokine, die während der künstlichen Lungenbeatmung syntheti-
siert werden,sind in der Lage, zur Entwicklung eines akuten Lungenversagens wie 
ARDS sowie zu multiplen Organschädigungen wie bei MSOF beizutragen (Liu und 
Slutsky 1997).  
Auch von Bethmann et.al. zeigte, dass bei isolierten Mäuselungen höhere Werte von 
TNF-, und IL-6 im Perfusat gemessen wurden, wenn die mechanische Dehnung 
über die physiologische Atemfrequenz und –amplitude hinaus erhöht wurde (von 
Bethmann et al. 1998). 
Es konnte ebenfalls beobachtet werden, dass primär in Kultur gelegte alveolare Epi-
thelzellen, prozentual weniger Schaden nahmen, wenn sie am fünften und nicht am 
ersten Tag gedehnt wurden (Tschumberlin und Margulies 1998). Allerdings wandeln 
sich die Typ-II Zellen nach längerer Kulturzeit morphologisch in Typ-I Zellen um. 
Auch die Prostaglandinsynthese wird durch mechanische Dehnung beeinflusst. So 
ist bekannt, dass die Synthese von biologisch aktiven Eicosanoiden durch die Epi-
thelzellen der Luftwege zur Regulierung des Tonus der glatten Muskeln in den Luft-
wegen beiträgt und proinflammatorisch wirkt. In einer Studie konnte die Abnahme der 
Einleitung 
 
 
23 
 
Prostaglandinsynthese unter anderem von PGE2, PGI2, Thromboxane A2 von Katzen 
sowie humanen Lungenepithelzellen unter zyklischer Dehnung mit dem Flexercell 
Stretch Gerät beobachtet werden (Savla et al. 1997). Im Gegensatz dazu wurde in 
anderen Studien eine rapide Zunahme von Prostacyclinen unter Scheerstress bei 
fetalen Rattenlungenzellen gezeigt (Reeves et al. 1983; Skinner et al. 1992). 
Insgesamt wurde festgestellt, dass Alveolarschäden mit dem Ausmaß und der Dauer 
der Dehnung zu- und mit der zellulären Dichte abnehmen (Tschumperlin und Margu-
lies 1998). 
Wie die mechanische Belastung aber genau die Zellen beeinflusst und dieses Signal 
intrazellulär verarbeitet wird, ist bisher nur unzureichend beschrieben worden. Das 
Modell der Stretch-aktivierten Ionenkanäle und das Extrazellulär-Integrin-Cytoskelett-
Model sind die am meisten beachteten Erklärungsversuche (Ingber 1991; Ingber 
1993; Maniotis et al. 1997). 
 
Abgesehen von der Zytokinausschüttung beeinflusst die mechanische Dehnung auch 
die Zellproliferation. So konnte bei einer Studie mit fetalen Rattenlungenzellen die 
stärkste (3H) Thymidin Incorporation in die DANN bei 1%-igem FCS-Medium und 
damit eine Proliferation bei 12, 24 und 48 Stunden nach mechanischer Dehnung be-
obachtet werden (Liu et al. 1992; Scott et al.1993; Harding 1991). Ebenfalls zeigten 
humane Lungen- Fibroblasten der Zell-Linie IMR-90 ein Wachstum unter mechani-
scher Belastung (Liu et al.1995; Xu et al. 1998).  
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1.3.3 Darstellung verschiedener experimenteller Dehnungsmechanismen 
 
Es existieren sehr unterschiedliche Möglichkeiten, die künstliche Beatmung bzw. die 
mechanische pulmonale Belastung zu untersuchen. Jede Methode hat seine Vor- 
und Nachteile. Im Folgenden sollen drei etablierte Verfahren kurz vorgestellt werden: 
das Tiermodell, das Modell der isolierten Tierlunge und das zelluläre Modell, welches 
auch in der vorliegenden Arbeit verwendet wurde.  
 
1.3.3.1 Tiermodell 
 
Das intakte Ganztiermodell wird vor allem bei Kaninchen, aber auch Ratten verwen-
det. Ein sediertes und beatmetes Tier wird über den gesamten Versuchsablauf konti-
nuierlich überwacht. Ein pulmonal-arterieller Katheter (PAKatheter) und eine intraar-
terielle Blutdruckmessung ermöglichen eine permanente Messwerterfassung. Außer-
dem können über die Katheter mittels Blutentnahmen verschiedene Blutparameter 
erhoben und auch verschiedene Substanzen appliziert werden. Die Vitalparameter 
der Versuchstiere werden in regelmäßigen Abständen dokumentiert. Die kontinuierli-
che Überwachung der Sauerstoffsättigung erfolgt mittels Pulsoximetrie.  
Ein Auskühlen der Tiere kann mit Hilfe einer unter den Tieren platzierten Wärmede-
cke verhindert werden. Im Gegensatz zum Modell der „Isolierten Lunge“ bietet das 
Ganztiermodell die Möglichkeit, neben physiologischen Reaktionen der Lunge komp-
lexe Systeme wie beispielsweise das Herzkreislaufsystem und extrapulmonale me-
tabolische Prozesse mitbeobachten zu können. 
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1.3.3.2 Isoliertes Organ 
 
Die komplexen (patho)physiologischen Relationen der mechanischen Beatmung 
unabhängig von zentralnervösen, humoralen und metabolischen Einflüssen des Or-
ganismus zu untersuchen, ist in dem blutfrei perfundierten, ventilierten und isolierten 
Organ möglich. Die Arbeitsgruppe Seeger et al. (Seeger et al.1994) setzt das Modell 
der isolierten Kaninchenlunge seit 1980 in verschiedenen Modifikationen ein. Seit 
1995 ist das Modell der isolierten perfundierten Rattenlunge in Gießen etabliert (Er-
mert et al. 1998). 
Zur Durchführung des Versuches wird die mit einem definierten Gasgemisch beat-
mete Lunge dem Tier entnommen und mit Hilfe eines Perfusionssystems rezirkulie-
rend mit einer Elektrolytlösung perfundiert. Die Veränderungen des Lungengewichts 
können ebenso kontinuierlich und computergestützt aufgezeichnet werden wie der 
pulmonalarterielle-, pulmonalvenöse- sowie der Beatmungsdruck. Während des Ver-
suchs ist es möglich, dem Perfusat verschiedene Wirkstoffe in bestimmten Konzent-
rationen zuzuführen und die Reaktion der Lunge anhand der Veränderungen der 
gemessenen Parameter zu registrieren. Weiterhin besteht die Möglichkeit, in zeitlich 
festgelegten Abständen Proben aus dem zirkulierenden Perfusat für weitere Unter-
suchungen zu entnehmen. Auf diese Weise können die in das Perfusat exprimierten 
Mediatoren, welche die Lunge als Reaktion auf die zugegebenen Wirkstoffe abgibt, 
mittels ELISA-Messungen quantitativ bestimmt werden. 
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Abb. 4: Schematische Darstellung des Versuchsaufbaus der isolierten Tierlun-
ge 
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1.3.3.3 Zelluläres Modell (Zell stretch in vitro) 
 
Physikalischer Stress bzw. mechanische Dehnung können physiologische und pa-
thophysiologische Effekte bei Lungenzellen bewirken. Durch die Atmungsluft, den 
Blutfluss und die Atembewegungen im Pleuraspalt unterliegen die Alveolarzellen be-
stimmten Dehnintensitäten. Aus diesem Grund wurden unterschiedliche Geräte ent-
wickelt, um die Zellen zu dehnen und so die intrazellulären Prozesse, die durch den 
physikalischen Stress ausgelöst wurden, besser untersuchen zu können. Diese Me-
thode ist auch bei der vorliegenden Arbeit gewählt worden. Dabei werden verschie-
dene Gruppen von Geräten unterschieden: z.B. statische versus cyclische, uniaxiale 
gegen biaxiale oder zweidimensionale im Vergleich zu Geräten mit dreidimensionaler 
Dehnung. 
Im Folgenden sollen die wichtigsten Unterschiede der Dehnmethoden beschrieben 
werden. 
 
 
Abb. 5: Schematische Darstellungen der Geräte, die zur mechanischen in vitro 
Stimulation von Zellen benötigt werden 
 
Schema A: Die elastische Membran wird durch den positiven Druck von unten nach 
oben bewegt (Wirtz und Dobbs 1990). Die Zellen auf der Membran werden dadurch 
biaxial gedehnt.  
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Schema B: Diese Dehnmethode wurde auch in der vorliegenden Arbeit verwendet. 
Mit einer computergesteuerten Vakuumpumpe wurde unter speziellen Silikonmemb-
ranen ein Unterdruck erzeugt, der damit den Boden der 6’er Well Platten nach unten 
bewegte. Wobei die Zellschicht auf der Membran dadurch equibiaxial gedehnt wer-
den konnte. Die Adhärenz der Zellen an den Platten kann durch das Auftragen ver-
schiedener extrazellulärer Substanzen erreicht werden. Außerdem sind sowohl un-
terschiedliche biaxial-cyclische wie auch biaxial-statische Dehnmuster möglich (Bis-
hop et al. 1993; Tschumperlin und Margulies 1998; Winston et al. 1989). In Bezug 
auf die Korrelation der Dehnung zwischen der Membran und der darauf liegenden 
Zellschicht gibt es ähnliche Erkenntnisse. Bei Winston et. al. wird beschrieben, dass 
die Zelldehnung 60% der Membrandehnung beträgt (Winston et al. 1989). Dass die 
Zelldehnung verglichen mit der Membrandehnung geringer ausfällt, konnten auch 
Wirtz und Dobbs feststellen (Wirtz und Dobbs 1990).  
 
Schema C: Hier werden die Zellen in einer dreidimensionalen Kultur gedehnt. Der 
Phänotyp von Lungenzellen, besonders der Typ-II Zellen, kann sich bekanntermaßen 
in vitro schnell verändern, sodass sie ihre Fähigkeit, Surfactantproteine zu bilden, 
nach einer gewissen Zeit verlieren. Die Aufrechterhaltung der Zell-Morphologie und 
des Phänotyps der Lungenzellen konnten Simpson et. al. (Simpson et al. 1985) aber 
in einer dreidimensionalen Umgebung aufzeigen. Ursprünglich wurde das Dehnmo-
dell von Skinner entwickelt (Tschumperlin und Margulies 1998) und später dann zu 
einem computergesteuerten Bio Stretch System weiterentwickelt (Liu et al. 1999). 
 
Schema D: Beim Scheerstress wird eine parallele Platte unter einem Zellmonolayer 
in nur einer Richtung hin und her bewegt (Tran-Son-Tay 1993). Allerdings wird bei 
diesem Modell die Tatsache vernachlässigt, dass Zellen durch die Luftwege, pulmo-
nale Blutgefäße und Pleuralraum nicht nur vom Sheerstress, sondern auch vom me-
chanischen Stress beeinflusst werden. 
 
Schema E: Hier kann eine einzige Zelle gezielt gedehnt werden (Sanderson und 
Dirksen 1986). Mit Hilfe eines Mikromanipulators wird in die Nähe der Membran der 
Einleitung 
 
 
29 
 
Zelle eine Glaspipette mit ~1 µm Spitzendurchmesser positioniert. Die Zelle wird 
dann mit einem Computer-kontrollierten Piezoelectric-Gerät in Bewegung versetzt.  
 
Schema F: Bei diesem Modell dienen spezifische Antikörper dazu, die Zellen an ku-
gelförmige eisenhaltige Perlen zu binden. Der Scheerstress an der Zelloberfläche 
entsteht hier durch Magnetfelder, die die Zellen in Drehung versetzten (Wang et al. 
1993; Hubmayr et al. 1996). 
 
1.3.4 Ventilatorinduziertes Lungenversagen / VILI 
 
Obwohl die künstliche bzw. mechanische Beatmung bei der Therapie des akuten 
Lungenversagens eine wichtige und bedeutende Rolle spielt, kann sie selbst zu einer 
massiven Lungenschädigung und letztendlich auch zum Tode durch Multiorganver-
sagen führen. Die maschinelle Ventilation führt zu hämdodynamischen Veränderun-
gen, die durch den positiven intrapulmonalen Druck entstehen können. Ein Barot-
rauma, eine ventilatorassoziierte Pneumonie sowie das ventilatorinduzierte Lungen-
versagen sind ebenfalls mögliche Nebenwirkungen der Behandlung (Brower und 
Fessler 2000). Nicht nur der Beatmungsdruck (Barotrauma) kann pathologische Ver-
änderungen hervorrufen, sondern auch die Überdehnung der Alveolen (Volutrauma) 
und die Entwicklung von Scherkräften, besonders in Verbindung mit Atelektasen 
(Atelektrauma) stellen Faktoren bei der Entwicklung des akuten Lungenversagens 
dar (dos Santos und Slutsky 2000). Unter dem Begriff Barotrauma wird dabei heute 
lediglich das Vorhandensein von extraalveolärer Luft verstanden. Weg et al. konnten 
in ihrer Studie allerdings feststellen, dass es keinen Zusammenhang zwischen der 
Höhe des Beatmungsdruckes und der Manifestation eines Barotraumas gibt und an-
dere Faktoren wie z.B. Infektionen und Traumata eine größere Rolle dabei spielen 
müssen (Weg et al. 1998). Auch Dreyfuss et al. stellte an beatmeten Ratten fest, 
dass das Atemzugvolumen einen viel größeren Einfluss auf die Ausprägung eines 
ventilatorinduzierten Lungenödems hat, als der Beatmungsdruck. So wurde die Lun-
ge am wenigsten bei geringem Volumen und hohem Druck geschädigt (Dreyfuss et 
al. 1988). Dies ist damit erklärbar, dass durch erhöhte Atmenzugvolumina Risse in 
der Alveolar- sowie Kappilaroberfläche hervorgerufen werden. Diese Risse können 
eine inflammatorische Reaktion verursachen und somit als ein Bindeglied zwischen 
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mechanischen Kräften und biologischer Reaktion angesehen werden (West et al. 
1991; Shirley et al. 2000; Fishman und Pietra 1979). Zusätzlich zu den hohen Tidal-
volumina ist auch der Einfluss von Scherkräften bei der Entwicklung des akuten Lun-
genversagens wichtig. Diese entstehen durch ein Ungleichgewicht in der Belüftung 
der kranken Lunge. Atelektatische Areale werden nicht ventiliert, wohingegen gesun-
de um so stärker belüftet werden. Zwischen diesen Arealen entstehen dann beachtli-
che Scherkräfte (Mead et al. 1970). Durch die Applikation eines PEEP kann man 
aber einen repetitiven Alveolarkollaps verhindern (Argiras et al. 1987). Fehlt dieser, 
haben Studien gezeigt, dass die Kombination aus Scherkräften mit wiederholter 
Dehnung und Kollaps der Alveolen zur Produktion von inflammatorischen Mediatoren 
bzw. Zytokinen führen (Muscedere et al. 1994; Laskin et al. 1994; Nathan 1987). 
Deshalb ist die durch hohe Tidalvolumina initiierte Traumatisierung der Alveolen nicht 
allein für die Entwicklung der Lungenfunktionsstörung verantwortlich, sondern auch 
die nachfolgend entstehende inflammatorische Reaktion. Aufrechterhalten wird diese 
durch die Aktivierung und Interaktion von lokalen sowie systemischen inflammatori-
schen Mediatoren (Slutsky und Ranieri 2000; Chiumello et al. 1999; Ranieri et al. 
1999). Durch den Dehungsreiz kommt es zur Freisetzung von unter anderem NF-κB 
beeinflussenden und NF-κB beeinflussbaren Zytokinen. Durch schädigende Ventila-
tionsstrategien erfolgt eine Zunahme von TNF- sowie Interleukinen wie IL-1, IL-6, 
IL-8, IL-10, aber auch Mediatoren wie MIP-2 (Macrophage Inflammatory Protein) und 
Interferon- (Tremblay et al. 1997; Vlahakis et al. 1999). Eine Dehnung der Lungen-
zellen kann also neben reversiblen Veränderungen durch ein Beatmungstrauma 
auch zu irreversiblen Schädigungsmechanismen und zur Umstrukturierung von Al-
veolen beitragen. Eine massive Granulozytenverteilung von der Lunge (Alveolen) 
ausgehend über das Herz in den großen Kreislauf als Folge eines durch alveoläre 
Überdehnung initiierten Entzündungsgeschehens, kann schließlich eine entschei-
dende Rolle beim MSOF (Multiple System Organ Failure) und Schock spielen (Sluts-
ky und Tremblay 1998; Donelly und Haslett 1992; Imanaka et al. 2001).  
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1.4 Aufgabenstellung 
 
Diese Arbeit möchte sich deshalb der Aufgabe stellen, herauszufinden, ob der 
Transkriptionsfaktor NF-κB beim akuten Lungenversagen bzw. bei der pulmonalen 
Schädigung durch alveoläre Überdehnung eine Bedeutung hat und wenn ja, in wel-
chem Maße es eine Korrelation zur Zellschädigung gibt. In diesem Zusammenhang 
soll auch die Frage geklärt werden, ob er in verschiedenen Zellarten unterschiedlich 
exprimiert wird, welche Rückschlüsse sich aus den eventuellen Unterschieden zie-
hen lassen und welche abschließenden Aussagen die Ergebnisse zulassen. 
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2 Fragestellung 
 
Obwohl die künstliche bzw. mechanische Beatmung bei der Therapie von ALI / 
ARDS eine wichtige und bedeutende Rolle spielt, kann sie selbst eine akute Lungen-
schädigung auslösen oder bestehende pulmonale Beeinträchtigungen verstärken. 
Zentraler Schädigungsmechanismus ist die alveoläre Überdehnung durch hohe Ti-
dalvolumina. Selbst bei der Anwendung kleiner, protektiver Tidalvolumina in Lungen 
mit einem nur geringen Anteil belüfteter Alveolen kann es in diesen zu alveolärer 
Überdehnung kommen. Diese führt einerseits zu mechanisch induzierter Apoptose 
sowie Nekrose und andererseits zu einer mechanisch induzierten Veränderung der 
Mediatorenfreisetzung hin zu einem pro-inflammatorischen Muster. Da der Transkrip-
tionsfaktor NF-κB zahlreiche Mediatoren aktiviert bzw. von ihnen beeinflusst werden 
kann, nimmt er in diesem Geschehen eine ganz besondere Schlüsselposition ein.  
 
In der vorliegenden Arbeit soll nun der Hypothese nachgegangen werden, ob NF-κB 
bei der mechanischen Dehnung und dem daraus resultierenden inflammatorischen 
Verhalten von pulmonalen Strukturzellen verändert exprimiert wird und inwieweit ein 
Zusammenhang zwischen Dehnung, Zellschädigung und NF-κB besteht. 
 
Dafür wurden sowohl frisch isolierte alveoläre Ratten-Typ-II Zellen, Zellen der hu-
man-alveolaren Epithelzelllinie A549 sowie Lungen- Fibroblasten der Zell-Linie Wi 38 
untersucht. Alle drei Zellarten wurden auf einem speziellen elastischen Silikonboden 
von 6er Well-Platten inkubiert, wo sie mit Hilfe des Flexercell-Stretch-Gerätes (FX 
3000) als Zellmonolayer equibiaxial gedehnt wurden. 
 
Im Einzelnen sollen die folgenden Fragen untersucht werden:  
 
 Reagieren die verschiedenen Zellarten unterschiedlich auf die mechanische Deh-
nung? 
 Wird die NF-κB - Aktivierung durch die mechanische Belastung beeinflusst und 
wie ändert sich die Konzentration von NF-κB in den verschiedenen Zellarten 
durch die mechanische Beanspruchung?  
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 Welche Unterschiede gibt es zwischen physiologisch und unphysiologisch ge-
dehnten Typ-II-Zellen im Vergleich zu den statischen Proben? 
 Gibt es einen Zusammenhang zwischen NF-κB-Veränderungen und Zellschädi-
gung? 
 
Als Parameter für die Zellschädigung wurde die LDH (Laktatdehydrogenase) mittels 
Spektralphotometer und NF-κB per ELISA gemessen. 
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3 Material und Methoden 
 
3.1 Material 
 
Zur Isolierung, Aufarbeitung und Gewinnung der verschieden Zellarten (alveoläre 
Typ II – Zellen, A549 – Zellen und Wi-38 Zellen) waren unterschiedliche Materialien 
bzw. chemische Substanzen und Lösungen nötig.  
 
3.1.1 Lösungen und Puffer 
 
An dieser Stelle werden all jene Substanzen in alphabetischer Reihenfolge erwähnt, 
die zur Isolierung der alveolären Typ II – Zellen verwendet wurden. 
 
Crystal – Violett – Lösung 
Crystal – Violett 50 mg 
Eisessig 0,5 ml 
Aqua Dest. 100 ml 
 
DNAse I-Lösung 
DNAse (DNA - Desoxyribonukleinsäure) 0,002 g 
With – Lösung 1,5 ml 
 
Elastase – Lösung 
Elastase 0,01 g  
Trypsin 0,002 g 
With - Lösung 40 ml 
 
Nukleärer Lysis Puffer 1 
Tris HCl 10 mM, pH 7,4  1 ml 
MgCl2 5 mM 1 ml 
Aqua Dest 2 ml 
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Nukleärer Lysis Puffer 2 
Tris HCl 10 mM, pH 7,4  1 ml 
MgCl2 5 mM 1 ml 
NaCl 1 M 2 ml 
 
Plattenbeschichtung 
Fibronectin 100 µg/ml 
 
Ratten IgG 
Ratten IgG (Immunglobulin) 0,03 g 
Tris – Puffer (Tris(hydroxymethyl)-
aminomethan ) 0,05 M, pH 9,4 
40 ml 
 
With – Lösung 
Glucose 0,348 g  
0,9% NaCl 300 ml  
KCl 0,15 M 12 ml 1,116 g/100 ml 
CaCl2 0,11 M 6 ml 1,22 g/100 ml 
MgSO4 0,15 M 3 ml 3,7 g/100 ml 
PO4-Puffer 0,1 M, pH 7,4 9 ml  
HEPES (N-2-
Hydroxyethylpiperazin-N´-
2-Ethansulfonsäure ) 
0,2 M, pH 7,4 
18 ml  
 
Without – Lösung 
Glucose 0,232 g 
EGTA (Ethylenglycol-bis-(2-
aminoethylether)-tetraessigsäure) 
0,015 g 
0,9% NaCl 200 ml 
KCl 0,15 M 8 ml 
PO4-Puffer 0,1 M, pH 7,4 6 ml 
HEPES-Puffer 0,2M, pH 7,4 12 ml 
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Zytosolischer Lysis Puffer 
HEPES  50 mM 
NaCl 200 mM 
EDTA (Ethylendiamintetraessigsäure) 1 mM 
EGTA  2,5 mM 
Glycerin 10 % 
Tween (Polysorbate) - 20 0,1 % 
ß - Glycerophosphat 10 mM 
NaF (Natriumfluorid) 1 mM 
Na3Vo4 (Trinatriumvanadattrihydrat) 2 mM 
DTT (Dithiothreitol) 1 mM 
PMSF (Phenylmethylsulfonylfluorid) 0,1 mM 
Leupeptin 5 µg/ml 
 
3.1.2 Kulturmedien  
 
Jede Zellart benötigte individuelle Nährmedien zur Anlagerung und Reifung. Diese 
sind in ihrer Zusammensetzung im Folgenden dargestellt. 
 
Dehnungsmedium AT II, A 549, Wi 38 – Zellen 
DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Me-
dium ) (farblos) 
150 ml 
FKS (2 %) (fetales Kälberserum) 3 ml 
L - Glutamin 15 ml 
Penicillin (Pen – Strep) 1,5 ml 
Gentamicin 1,5 ml 
 
Nährmedium AT II – Zellen 
DMEM (farblos) 150 ml 
FKS (10 %) 15 ml 
L - Glutamin 15 ml 
PIS (Pen – Strep) 1,5 ml 
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Gentamicin 1,5 ml 
 
Nährmedium A549 
RPMI  450 ml 
Gentamicin / PIS 0,5 % 2,5 ml 
FKS 10 % 50 ml 
 
Nährmedium Wi 38 – Zellen 
DMEM (mit Phenolrot) 450 ml  
Gentamicin / PIS 0,5 % 2,5 ml  
FKS 10 % 50 ml  
 
3.1.3 Chemikalien und Reagenzien  
 
Material (alphabetisch) Herstellerfirma 
Aqua Dest. Delta Select (Dreieich, Dt.) 
Calciumchlorid Sigma – Aldrich (Steinheim, Dt.) 
DNAse II Sigma – Aldrich (Steinheim, Dt.) 
DTT  Applichem (Darmstadt / Arheilgen, Dt.) 
EDTA  ICN Biomedicals Inc (Warrenale, USA) 
EGTA Merck (Darmstadt, Dt.) 
Elastase EPC (Owensville, Missouri , USA) 
Glycerin 10 % Merck (Darmstadt, Dt.) 
HEPES 1M Gibco BRL (Karlsruhe, Deutschland) 
Kaliumchlorid Merck (Darmstadt, Dt.) 
Leupeptin Applichem (Darmstadt / Arheilgen, Dt.) 
Liquemin 25 000 iE Roche (Mannheim, Dt.) 
Magnesiumchlorid Merck (Darmstadt, Dt.) 
Magnesiumsulfat Sigma – Aldrich (Steinheim, Dt.) 
Na3Vo4  Sigma – Aldrich (Steinheim, Dt.) 
NaCl  Merck (Darmstadt, Dt.) 
NaCl – Lösung 0,9 % Delta Select (Dreieich, Dt.) 
NaF 1 mM Merck (Darmstadt, Dt.) 
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PBS pH 7,4 (+CaCl2; MgCl2) Gibco BRL (Karlsruhe, Deutschland) 
PMSF Applichem (Darmstadt / Arheilgen, Dt.) 
PO4 - Puffer Sigma – Aldrich (Steinheim, Dt.) 
RPMI  Gibco BRL (Karlsruhe, Deutschland) 
ß - Glycerophosphat Merck (Darmstadt, Dt.) 
Tris - HCL Sigma – Aldrich (Steinheim, Dt.) 
Trypsin Sigma – Aldrich (Steinheim, Dt.) 
Tween – 20  Merck (Darmstadt, Dt.) 
 
3.1.4 Zellkulturmaterial 
 
Material (alphabetisch) Herstellerfirma 
Bioflex – Plates 6 well Dunn Labortechnik (Asbach) 
Crystal - Violett Sigma – Aldrich (Steinheim, Dt.) 
D(+) - Glucose Sigma – Aldrich (Steinheim, Dt.) 
Deckgläschen 20×26 Menzel – Gläser (Braunschweig) 
DMEM (farblos) Gibco BRL (Karlsruhe, Deutschland) 
DMEM (mit Phenolrot) Gibco BRL (Karlsruhe, Deutschland) 
FKS Biochrom AG (Berlin, Dt.) 
Fibronectin Roche (Mannheim, Dt.) 
L – Glutamin Gibco BRL (Karlsruhe, Deutschland) 
Neubauer Zählkammer 0,0025 mm² Optik – Labor (Balgach, Schweiz) 
Penicillin/Streptomycin Gibco BRL (Karlsruhe, Deutschland) 
Rat IgG Sigma – Aldrich (Steinheim, Dt.) 
Safe – Lock Reaktionsgefäß 1,5ml Eppendorf (Wesseling-Berzdorf, Dt.) 
Serological Pipette (steril) 10 ml Sarstedt (Nümbrecht, Dt.) 
Trypanblau Gibco BRL (Karlsruhe, Deutschland) 
Trypsin – EDTA  Gibco BRL (Karlsruhe, Deutschland) 
Tube PP 15 ml Sarstedt (Nümbrecht, Dt.) 
Tube PP 50 ml Sarstedt (Nümbrecht, Dt.) 
Zellkulturschalen 100mm Falcon (Genf, Schweiz) 
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3.1.5 Geräte 
 
Geräte Herstellerfirma 
CO2 - Inkubatoren Hera Cell ; Heraeus, NAPCO (Kendro, 
USA) 
Dehnmaschine, Flexercell Tension Plus 
System, FX - 3000 
Dunn Labortechnik (Asbach) 
Dehnpumpe Edwards (Irvine, California, USA) 
EIA – Platte 96 well  Flat bottom Costar, Bio Rad (Hercules, 
USA) 
Eppendorf – Pipetten 0,5 – 2500 µl Eppendorf Research (Wesseling-
Berzdorf; Dt.) 
Kühlschrank Liebherr (Ochsenhausen, Dt.) 
Megazentrifuge Rotina 46 R Hettich (Tuttlingen) 
Mikroskop (Wilovert S30) hund / Wetzlar (Wetzlar, Dt.) 
Minizentrifuge, Biofuge fresco Heraeus (Kendro, USA) 
Siebgewebe / Filter (Polyamid Monofil) 
15 µm, 20 µm, 100 µm 
neoLab (Heidelberg, Dt.) 
Spektral - Photometer TECAN Spectra Classic (Austria) 
Spritzen 10 ml ; Discardit II Becton Dickinson GmbH (Heidelberg, 
Dt.) 
Sterilbank Microflow NUNC (Nalge Nunc Intern) (Rochester, 
NY, USA) 
Tiefkühlschrank Liebherr (Ochsenhausen, Dt.) 
Vortex - Gerät Scientific – Industries (N.Y., USA) 
Waage (Glaskasten) Sartorius (Göttingen, Dt.) 
Waage (offen) Shinko Denski 
Wasserbad MEmmert, GmbH + Co KG (Schwabach) 
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3.1.6 Kommerzielle Assay`s 
 
Zur LDH - Bestimmung wurde der Cytotoxicity Detection Kit von Roche (Penzberg) 
verwendet. Mit dem BCA Protein Assay Kit von Pierce (Rockford, IL) erfolgte die Be-
stimmung der Proteinkonzentration. Der ELISA NF-κB (human, mouse, rat) – Kit von 
Oxford Biomedical Research (Oxford, USA) diente der quantitativen Bestimmung von 
NF-κB. 
 
3.1.7 Zellen 
 
Die alveolären Typ II – Zellen wurden aus der Lunge von männlichen Sprague Daw-
ley Ratten isoliert. Die Zelllinie A549 (CCL-185) entstammt aus humanen alveolären 
Epithelzellen. Sowohl A549 als auch die humane Fibroblastenzelllinie (Wi 38) wurden 
bei ATCC (American Type Culture Collection, Manassas, USA) kommerziell erwor-
ben.  
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3.2 Methoden 
 
3.2.1 vorbereitende Maßnahmen 
 
3.2.2.1 Isolierung der alveolären Typ II – Zellen (nach Dobbs et al.) 
 
3.2.1.1.1 Versuchstiere  
 
Die alveolären Typ II – Zellen wurden aus den Lungen männlicher Sprague Dawley 
Ratten gewonnen, welche ein Gewicht von 160 bis 200 g hatten und sechs bis sie-
ben Wochen alt waren.  
 
3.2.1.1.2. Narkose 
 
Vor Beginn der Präparation der Tiere wurden alle mit einer Injektionsnarkose intrape-
ritoneal mit acht Einheiten Narcoren und zwei Einheiten niedermolekulares Heparin 
anästhesiert. Das Heparin wurde zur schnelleren Wirksamkeit der Narkose beigefügt.  
 
3.2.1.1.3 Präparation der Lunge 
 
Die Ratte wurde auf dem eigens dafür vorbereiteten Operationstisch gelegt und nach 
dem Kneiftest, der zur Überprüfung der Narkose dient, mit Ethanol desinfiziert. Das 
Fell wurde großzügig am Bauch entfernt und anschließend das Peritoneum eröffnet. 
Nach dem Freilegen der Bauchgefäße, wurde die Aorta mit einer spitzen Schere ein-
geschnitten und sofort mit mehreren Tupfern abgedeckt. Anschließend wurde das 
Fell auch am Hals und Brustkorb der Ratte entfernt, um einen besseren Zugang zur 
Trachea zu ermöglichen und eine Kontamination weitestgehend auszuschließen. 
Unterhalb des Kehlkopfes erfolgte dann eine Tracheotomie und die Intubation mit 
einer Kanüle, welche mittels eines Zwirns an der Trachea fixiert wurde und so als 
Tubus diente. Danach wurde ein Pneumothorax durch Eröffnung des Zwerchfells 
verursacht. Nach anschließender Thorakotomie entlang des Sternums, wurden die 
Brustkorbteile mit Hilfe von Klammern für eine bessere Sicht auseinander gehalten. 
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Der Thymus und das linke Herzohr wurden entfernt, der rechte Ventrikel eingeschnit-
ten und eine Infusionskanüle in die Arteria pulmonalis eingeführt.  
Die Perfusion der Lunge zur Entfernung des Blutes erfolgte mit der „Without“ – Lö-
sung (s. 3.1.1) durch frequente Ventilation mittels einer 10 ml Spritze, welche auf die 
Kanüle in der Trachea gesteckt wurde.  
Unter größtmöglichen Perforationsschutz wurde nach makroskopischen Erweißen 
der Lunge erst das Herz und anschließend die Lunge mit Trachea und Kanüle ent-
fernt. 
 
3.2.1.1.4 Zellisolierung der Pneumozyten Typ II modifiziert nach Dobbs 
 
Nach der Entfernung der Lunge aus dem Brustkorb wurde mit Hilfe von 10 ml Sprit-
zen diese achtmal mit der „Without“ – und zweimal mit der „With“ – Lösung (s. 3.1.1) 
gespült. Anschließend wurde auf dem gleichen Wege 5 ml der Elastase – Lösung 
appliziert und die Lunge für 15 min in ein 37C warmes NaCl - Wasserbad gehängt. 
Nach Ablauf der Zeit wurden weitere 35 ml der Elastase – Lösung innerhalb von 10 
min über die Spritze (nun aber ohne Stempel) in die Lunge geführt - mit dem Ziel, die 
Pneumozyten aus dem Gewebe herauszulösen. Im Anschluss daran folgte in einem 
50 ml Becher die Entfernung der Trachea sowie der Kanüle mittels Mince - Schere, 
die Hinzugabe der DNAse – Lösung (s. 3.1.1) und Auffüllung mit 10 ml der „With“ – 
Lösung sowie die Zerkleinerung der Lunge in ca. 1 mm³ große Stückchen. Die Sus-
pension wurde nachfolgend in einen Erlenmeyerkolben mit 5 ml FBS gegeben und 
zwei Minuten vorsichtig geschüttelt. Daraufhin erfolgte das Filtrieren der Suspension 
mit Siebgewebe unterschiedlicher Porengröße – 100 µm, 20 µm, 15 µm und das 
Sammeln in einem 50 ml Tube. 
Die nun folgenden Arbeitsschritte fanden unter sterilen Bedingungen in einer Steril-
bank (NUNC) statt. Dort diente die Herstellung von einem 1:4 Gemisch aus Zellsus-
pension und Crystal – Violett, welches in eine Neubauerzählkammer appliziert wur-
de, der Bestimmung von Zellzahl vor Adhärenz. Wobei 100 gezählte Zellen 
1.000.000 Zellen pro ml entsprechen. Währenddessen wurde der Tube mit der restli-
chen Zellsuspension bei 1100 U / min, +4C und 5 min lang zentrifugiert (Rotina 46R, 
Hettich). Nach dem Zentrifugieren wurde der Überstand abgesaugt und das entstan-
dene Pellet mit 20 ml Nährmedium (10 % FBS) resuspendiert. Hierauf erfolgte die 
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Gabe von jeweils 10 ml der resuspendierten Zellsuspension auf die beiden vorberei-
teten mit IgG-beschichteten Platten und die Inkubation für 10 min im CO2 – Inkubator 
(bei 37C), mit dem Ziel, einer Adhärenz nicht benötigter Zellen (vor allem Fc-
Rezeptor positive Monozyten und Makrophagen). Anschließend wurde die Zellsus-
pension wieder in eine 50 ml Tube gefüllt und die Schalen mit 5 ml DMEM nachge-
waschen. Von der erhaltenen Zellsuspension fand erneut die Bestimmung der Zell-
zahl mittels Crystal-Violett und Neubauerzählkammer (wie oben beschrieben) statt. 
Die Zellen wurden danach erneut nach gleichen Bedingungen zentrifugiert. Nach 
dem Zentrifugieren wurde der Überstand wieder abgesaugt und das Pellet mit 
DMEM-Nährmedium (10 % FBS) resuspendiert, wobei die Zellen auf eine Konzentra-
tion von 1x106Zellen/ml eingestellt wurden. Danach erfolgte die Verteilung der Zellen 
auf die am Vortag mit Fibronectin beschichteten 6-well Silikonmembranen (Bioflex 
plates); 1 ml pro well. Zum Schluss wurden die Platten für 24 Stunden in den CO2 – 
Inkubator gestellt, damit sich die Zellen an die Membranen anlagern konnten. 
 
3.2.1.2 Zellkultivierung der A 549- und Wi 38 – Zellen 
 
Beide Zellarten wurden bei der Kultivierung gleich behandelt, welche unter sterilen 
Bedingungen (Microflow, Biological Safety Cabinet, NUNC) durchgeführt wurde. Die 
Zellen wurden bei 37C, 6 % CO2 und gesättigter Luftfeuchtigkeit in einem Brut-
schrank gehalten.  
Sowohl die A 549- wie auch Wi 38 Zellen wurden auf Zellkulturschalen ( 150 mm) 
in einem speziellen Nährmedium (s. 3.1.2) kultiviert, welches regelmäßig abgesaugt 
und erneuert wurde (ca. alle 3-4 Tage). Für die Experimente wurden die Zellen 
geerntet, gezählt und definiert ausgesät. Nach Absaugen des Mediums wurden die 
15cm-Zellkulturschalen mit 20 ml PBS gespült und anschließend, nach Entfernen 
des PBS, 4 ml Trypsin aufgetragen, um die angelagerten Zellen zu lösen. Zur Un-
terstützung dieses Vorgangs wurde die Zellkulturschale für einige Minuten in den 
Brutschrank (37C) gestellt. Mit 6 ml Medium (RPMI, 10% FBS) wurde die Reaktion 
gestoppt und die Zellsuspension konnte in eine 50 ml Tube pipettiert werden. Nun 
wurden die Zellen gezählt. Dazu wurde ein 1:4 Gemisch aus Zellsuspension und 
Trypanblau hergestellt, welches in eine Neubauerzählkammer appliziert wurde, um 
die genaue Zellzahl unter dem Mikroskop zu bestimmen. Im Anschluss daran wurden 
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106 Zellen pro ml auf zwei Dehnplatten (Bioflex plates) verteilt (1.Mill. oder 106 Zellen 
pro well). Zum Schluss wurden die Platten für 24h in den CO2 – Inkubator gestellt, 
damit sie sich an die Membranen anlagern konnten. 
 
3.2.1.3 Mechanische Dehnung der Zellen in der Dehnmaschine 
 
Nach 24 h im CO2 – Inkubator hatten sich sowohl dir Pneumozyten Typ II wie auch 
die A549 – und Wi 38 – Zellen an die Silikonmembranen angelagert und konnten nun 
gedehnt werden (Flexercell, Dunn Lab). Dazu wurde das alte Nährmedium abge-
saugt und durch frisches (2 % FBS – Anteil) ersetzt (3 ml / well). Danach konnten bis 
zu 4 Platten gleichzeitig gedehnt werden, wobei stets mindestens eine Platte zum 
späteren Vergleich als statische Kontrolle im Brutschrank verweilte. Man konnte ver-
schiedene Dehnmuster in Abhängigkeit von Stärke und Frequenz einstellen. Berech-
net wurden die Parameter nach dem Prinzip von Tschumperlin und Margulies, 1998. 
Wobei sich auf der einen Seite für eine physiologische Dehnung (Atemfrequenz 
20/min und 15 % Änderung der Oberfläche [D – 20/15]) und auf der anderen Seite 
für eine mit erhöhter Frequenz und Amplitude (D – 40/30) entschieden wurde. Die 
Dauer der Dehnung war von der zu untersuchenden Fragestellung abhängig und 
wird bei den einzelnen Versuchen und Ergebnissen separat angegeben.  
Im Folgenden ist das Gerät zur Dehnung dargestellt. Es besteht aus den Dehnplat-
ten, dem Verbindungsglied und der Kontrollstation bzw. Steuerelement, an dem 
Dehnstärke (Amplitude) und -frequenz genau eingestellt werden konnten (Abb.6 und 
7). 
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Abb.6: Flexercell® Tension Plus™ System (FX-3000) 
 
 
 
Abb. 7: grafische Darstellung der Dehnampiltude und –frequenz 
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3.2.1.4 Aufarbeitung der Proben 
 
Nach der Dehnung wurde unter weiterhin sterilen Bedingungen der Überstand der 
Bioflex plates - sortiert nach statisch und gedehnt - in 15 ml Tubes pipettiert, welche 
5 Minuten bei 1100 U / min sowie 4C zentrifugiert wurden. Anschließend wurde wie-
derum der Überstand in neue 15 ml Tubes pipettiert, mit Versuchsnummer sowie 
Dehnmuster beschriftet und für die noch folgende LDH - Bestimmung vorerst im 
Kühlschrank aufbewahrt. 
Die während der eben beschriebenen Prozedur unter der Sterilbank verbliebenen 
Bioflex plates wurden nun gleichmäßig mit PBS gespült und nach Entfernen des PBS 
ca. 1 ml Trypsin pro well auf den Silikonmembranen verteilt. Nach einem ca. 10 mi-
nütigen Aufenthalt im Brutschrank, welcher den Vorgang des Ablösens der Zellen 
von der Membranoberfläche beschleunigen sollte, wurde dies mikroskopisch kontrol-
liert und bei positivem Ergebnis (Zellen haben sich von der Membran gelöst) durch 
Zugabe von Nährmedium (1 ml pro well) beendet. Anschließend wurden die Zellen 
von den Wells (getrennt nach gedehnt und statisch) in zwei 50 ml Tubes pipettiert. 
Diese wurden im Anschluss wieder bei 1100 U / min und 4C 5 Minuten zentrifugiert. 
Der Überstand wurde abgesaugt und die Zellen wurden mit PBS gewaschen. An-
schließend wurden die Zellen erneut zentrifugiert. Nach dem Absaugen des Über-
standes wurden die Zellen mit einer definierten Menge PBS resuspendiert (500µl pro 
3 well). Anschließend wurde die Zellsuspension auf 1,5 ml Tubes verteilt (500µl pro 
Tube). Die Zellen wurden erneut unter den genannten Bedingungen abzentrifugiert, 
der Überstand wurde abgesaugt und die gewonnenen Pellets wurden bei -20°C im 
Tiefkühlschrank bis zur weiteren Verwendung gelagert.  
 
3.2.1.5 Herstellung der zytosolischen und nukleären Extrakte 
 
Der zytosolische Lysispuffer (ZLP, s. 3.1.1) ist ein Western - Blot Lysispuffer zur 
Permeabilisierung der Zellmembran. Der Puffer für die nukleären Lysate wurden 
nach Angaben von Davis et al. (2001) hergestellt. 
Als erstes wurde auf jedes Pellet 200 µl des ZLP pipettiert. Nach einer Inkubations-
zeit von einer Stunde auf Eis, wurden die Proben 15 min lang bei 4C und 13000 rpm 
zentrifugiert. Der dabei entstandene Überstand bildete das zytosolische Extrakt, wel-
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ches nun vorsichtig in ein neues 1,5 ml Eppendorf – Tube pipettiert wurde. Das ver-
bleibende Pellet wurde mit 50 µl des Puffer 1 und 50 µl des Puffer 2 (P1 und P2 = 
nukleärer Lysispuffer, [NLP]) resuspendiert und diesmal nur 30 Minuten auf Eis inku-
biert. Der nach dem Zentrifugieren (15 min, bei 4C, 13000 U / min) enstandene 
Überstand bildete das nukleäre Extrakt, zu welchem nach Überführung in ein neues 
1,5 ml Tube 25 µl Glycerol hinzugegeben wurde (Endkonzentration des Glycerols 
20%). 
 
3.2.2 LDH – Bestimmung (Kit von Roche) 
 
In den Überständen der Proben (gedehnte und statische Zellen) wurden, bevor sie 
bei -20C eingefroren wurden, der LDH – Wert mit dem Cytotoxictiy Detection Kit von 
Roche bestimmt.  
Dazu wurden 100 µl jeweils des gedehnten und des statischen Überstandes in einem 
Dreifachansatz auf eine 96-well-Platte pipettiert, ebenso die Standardreihe (Einfach-
ansatz) sowie der Leerwert (Dreifachansatz). Dann wurde ein Gemisch aus Catalyst 
(79 µl) und Deysolution (3,55 ml) hergestellt, von diesem 100 µl auf jedes Well pipet-
tiert wurde, welches Standardlösung, Leerwerte (Dehnmedium) und Proben enthielt. 
Danach wurde die 96-well-Platte bei Zimmertemperatur für 30 Minuten ins Dunkle 
gestellt und anschließend die LDH – Konzentration mit einem Spektralphotometer 
(Tecan) bei einer Wellenlänge von 492 nm bestimmt.  
 
3.2.3 Proteinbestimmung (nach Pierce) 
 
Die Bestimmung des Proteingehaltes in den zellulären und nukleären Extrakten wur-
de mit dem BCA Protein Assay Kit von Pierce durchgeführt. Dazu wurden die Proben 
1:10 mit PBS verdünnt (5µl Probe und 45 µl PBS) und anschließend 10 µl jeder ver-
dünnten Probe auf eine 96-well-Platte in einem Dreifachansatz pipettiert. Danach 
wurden 200 µl des frisch zubereiteten Working Reagent zu allen Proben hinzugege-
ben. Die Platte wurde anschließend in einem Brutschrank bei 37 C 30 Minuten inku-
biert. Zum Abschluss wurde der in den Extrakten enthaltene Proteinwert mit einem 
Spektralphotometer bei einer Wellenlänge von 560 nm bestimmt. 
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3.2.4 NF-κB Bestimmung mittels ELISA 
 
Die NF-κB Bestimmung in den zellulären und nukleären Extrakten erfolgte mittels 
eines spezifischen ELISAs von Oxford Biomedical Research. Der ELISA beruht auf 
der Bindung von Oligonukleotiden an die NF-κB – Spaltprodukte p50 und p105, wo-
durch nur die Konzentration von aktiviertem (gespaltenem) NF-κB bestimmt wurde. 
Der primäre Antikörper bindet wiederum an die p50 Untereinheit des NF-κB, welche 
durch die DNA gebunden wurde. Die Detektion der Bindung des primären Antikör-
pers erfolgte dann mit einem Spezies-spezifischen Sekundärantikörper, der Enzym 
(HRP)-gekoppelt war. Durch Zugabe von Substratlösung wurde eine Farbreaktion 
ausgelöst. Die gemessenen Werte konnten durch Abgleich mit den Werten einer de-
finierten Standardreihe von p50 in pg/ml angegeben werden. Durch die Verrechnung 
mit den Proteinkonzentrationen in den Lysaten wurde letztendlich die Konzentration 
von aktiviertem NF-κB in pg NF-κB / mg Protein angegeben. 
Die Durchführung erfolgte nach einer mitgelieferten Vorschrift und ist im Folgendem 
kurz dargestellt: 60 l des activated NF-B Binding Buffer-Gemisches, mit der darin 
enthaltenen DNA, wurden auf jedes Well der mit Oligonukleotiden beschichteten 
Platte gegeben. Dazu wurden 40 l der Standard-Reihe, des Leerwertes (Dilution 
Buffer) und der Proben pro Well pipettiert. Dann folgte eine Inkubationszeit bei 
Raumtemperatur von zwei Stunden. Danach fand die mehrfache Spülung der Platte 
mit 200 l Waschpuffer statt (5x2 min). Zum Schluss wurde die Platte auf ein saube-
res Tuch ausgeklopft bis sie trocken war. Nun wurden 100 l von dem gelösten spe-
zifischen bzw. primären Antikörper auf jedes Well pipettiert und die Platte für eine 
Stunde bei Raumtemperatur stehengelassen. Anschließend erfolgte wieder die Spü-
lung mit 200 l Waschpuffer wie oben beschrieben. Danach kamen 100 l vom ge-
lösten sekundären Antikörper (Enzym Konjugat) auf jedes Well und wieder schloss 
sich eine Inkubationszeit von einer Stunde bei Raumtemperatur an. Dieser Prozedur 
folgte erneut die Behandlung der 96–well–Platte mit Waschpuffer. Am Ende wurden 
100 l vom Colorimetric Substrate auf jedes Well pipettiert und die Platte 30 bis 45 
Minuten inkubiert bis sich eine blaue Färbung einstellte. Nun wurde die Reaktion mit 
50 l 5 N Schwefelsäure und 50 l destiliertem Wasser (Aqua dest.) gestoppt. Die 
Farbe wechselte jetzt von blau zu gelb. Schließlich wurde die optische Dichte (OD-
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Werte) bei 450 nm mittels Spektralphotometer berechnet und die Konzentration des 
aktivierten NF-Bs durch Einordnen der Messwerte in eine Eichkurve mittels EASY-
Fit-Software bestimmt. 
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4 Ergebnisse 
 
4.1 Nachweis der nukleären Lysate 
 
Da die Lactatdehydrogenase (LDH) nur im Cytoplasma vorkommt und nicht im Zell-
kern, wurde der LDH-Bestimmungskit von Roche auch zur Überprüfung der cytosoli-
schen und nukleären Lysate verwendet (Hirsch-Hoffmann et al. 1964). Der LDH – 
Gehalt wurde sowohl in den cytosolischen wie auch in den nukleären Extrakten der 
AT II-, A549- und Wi 38 – Zellen in drei verschiedenen Versuchen (n = 3) gemessen, 
um die erfolgreiche Trennung der Lysate zu kontrollieren.  
Dabei ergab sich, dass auschließlich in den cytosolischen Extrakten LDH nachge-
wiesen werden konnte und somit die nukleären Extrakte keine cytosolischen Verun-
reinigungen aufwiesen.  
 
4.2 Laktatdehydrogenase (LDH) 
 
Die LDH - Freisetzung wurde als Marker für einen zytotoxischen Zellschaden ermit-
telt und die LDH – Konzentration in den Überständen aller Versuche der AT II-, 
A549- und Wi 38 – Zellen nach 24stündiger Dehnung und bei den statischen Kontrol-
len gemessen.  
 
4.2.1 Physiologische Dehnung der AT II-, A549- und Wi 38 – Zellen 
 
Alle Zellarten wurden mit einer Frequenz von 20/min und einer 15% Änderung der 
Oberfläche (D 20-15) gedehnt. Das entspricht einer mechanischen Belastung bei 
physiologischer Atmung.  
 
Dabei ergab sich bei den alveolären Typ-II-Zellen ein signifikanter Anstieg der LDH – 
Konzentration von 0,077 ± 0,03 µg/ml auf 0,219 ± 0,105 µg/ml (p≤ 0,05).  
 
Bei den A 549 – Zellen kam es zu keinem wesentlichen Unterschied zwischen den 
statischen und gedehnten Kulturen (stat: 0,124 ± 0,026 µg/ml; ged: 0,160 ± 0,028 
µg/ml). 
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Hingegen konnte auch bei den Fibroblasten ein signifikanter Anstieg der LDH - Kon-
zentration bei physiologischer Dehnung beobachtet werden (stat: 0,154 ± 0,023 
µg/ml; ged: 0,247 ± 0,059 µg/ml) (p≤ 0,05) (s. Abb. 8). 
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Abb. 8: Mittelwerte der LDH – Konzentration bei einer physiologischen 20-15 
Dehnung: 
Alle Zellarten wurden mit einer Frequenz von 20/min und einer 15%igen Änderung 
der Oberfläche (D 20-15) 24 Stunden gedehnt. Anschließend wurde die Konzentrati-
on der LDH in den Überständen der Proben mittels Kit photometrisch gemessen. 
 AT II- Zellen (n=6); A549-Zellen (n=6) und F-Wi38-Zellen (n=8)  
* Signifikanz bei p≤ 0,05 
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4.2.2 Unphysiologische Stimulation der AT II-, A549- und Wi 38 – Zellen 
 
Alle Zellarten wurden mit einer Frequenz von 40/min und einer 30%igen Änderung 
der Oberfläche (D 40-30) gedehnt. Das entspricht einer mechanischen Belastung bei 
pathologischer Atmung. 
 
Dabei ergab sich bei den alveolären Typ-II-Zellen ein signifikanter Anstieg der LDH – 
Konzentration von 0,077 ± 0,079 µg/ml auf 0,332 ± 0,235 µg/ml (p≤ 0,01).  
 
Bei den A 549 – Zellen kam es ebenfalls zu einem wesentlichen Unterschied zwi-
schen den statischen und gedehnten Kulturen (von 0,104 ± 0,037 µg/ml auf 0,360 ± 
0,183 µg/ml) (p≤ 0,05).  
 
Ebenso konnte auch bei den Fibroblasten ein signifikanter Anstieg der LDH - Kon-
zentration bei unphysiologischer Dehnung beobachtet werden (von 0,172 ± 0,015 
µg/ml auf 0,345 ± 0,113 µg/ml) (p≤ 0,05). 
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Abb. 9: Mittelwerte der LDH – Konzentration bei einer pathologischen 40-30 
Dehnung:   
Alle Zellarten wurden mit einer Frequenz von 40/min und einer 30%igen Änderung 
der Oberfläche (D 40-30) 24 Stunden gedehnt. 
AT II- Zellen (n=22); A549- Zellen (n=15) und F-Wi38-Zellen (n=13) 
** Signifikanz bei p≤ 0,01 
* Signifikanz bei p≤ 0,05 
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4.3 Transkriptionsfaktor NF-κB 
 
4.3.1 Expression in den cytosolischen Extrakten der AT II-, A549- und Wi 38 - 
Zellen 
 
In den cytosolischen Extrakten der AT II-Zellen kam es bei der physiologischen Deh-
nung (D- 20/15) zu einem leichten, aber nicht signifikanten Anstieg von NF-κB in den 
gedehnten Lysaten im Vergleich zu den statischen Kontrollproben (stat: 3,232 ± 
1,638 pg/mg Protein, ged: 5,333 ± 5,341 pg/mg).  
 
Auch bei den A549-Zellen wurde ein Anstieg von NF-κB (nicht signifikant) bei einer 
Frequenz von 20/min und einer 15% Änderung der Oberfläche beobachtet (stat: 
12,664 ± 4,011 pg/mg, ged: 19,690 ± 9,943 pg/mg). 
 
Ein nicht signifikanter Anstieg von NF-κB konnte auch in den cytosolischen Extrakten 
der Wi 38-Zellen bei einem 20/15 Dehnungsmuster festgestellt werden (stat: 14,737 
± 7,781 pg/mg, ged: 19,800 ± 13,860 pg/mg). 
 
Dargestellt sind die Ergebnisse der cytosolischen NF-κB-Messungen bei physiologi-
scher Dehnung (Frequenz von 20/min und einer 15% Änderung der Oberfläche) in 
Abbildung 10. 
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Abb. 10: Mittelwerte der NF-κB Konzentrationen in den cytosolischen Extrakten 
bei einer 20-15 Dehnung:  
Eingefrorene Zellpellets, die 24 Stunden nach dem 20/15 Dehnungsmuster gedehnt 
wurden, wurden lysiert und aktiviertes NF-κB mittels Elisa photometrisch in cytosoli-
schen Extrakten gemessen. 
ATII-Zellen (n=7); A549-Zellen (n=5); F-Wi38-Zellen (n=7) 
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Bei unphysiologischer Dehnung (D- 40/30) der AT II-Zellen kam es in den cytosoli-
schen Lysaten zu keinem signifikanten Anstieg von NF-κB in den gedehnten Lysaten 
im Vergleich zu den statischen Kontrollproben (stat: 1,804 ± 0,784 pg/mg Protein, 
ged: 2,477 ± 1,217 pg/mg).  
 
Auch bei den A549-Zellen wurde keine Veränderung von NF-κB bei einer Frequenz 
von 40/min und einer 30% Änderung der Oberfläche beobachtet (stat: 22,978 ± 
10,907 pg/mg, ged: 22,396 ± 12,128 pg/mg). 
 
Ebenso konnte auch in den cytosolischen Extrakten der Wi 38-Zellen keine Differenz 
zwischen gedehnten und statischen Proben in Bezug auf die Konzentration von akti-
vierten NF-κB bei einem 40/30 Dehnungsmuster festgestellt werden (stat: 25,822 ± 
12,443 pg/mg, ged: 25,274 ± 18,602 pg/mg). 
 
Dargestellt sind die Ergebnisse der cytosolischen NF-κB-Messungen bei unphysiolo-
gischer Dehnung (Frequenz von 40/min und einer 30% Änderung der Oberfläche) in 
Abbildung 11. 
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Abb.11: Mittelwerte der NF-κB Konzentrationen in den cytosolischen Extrakten 
bei einer 40-30 Dehnung: 
Die Bestimmung von aktiviertem NF-κB in 24 Stunden gedehnten cytosolischen Zell-
lysaten nach dem 40/30 Dehnungsmuster, erfolgte ebenfalls mittels Elisa. 
ATII-Zellen (n=9); A549-Zellen (n=11); F-Wi38-Zellen (n=11) 
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4.3.2 Expression in den nukleären Extrakten der AT II-, A549- und Wi 38 – Zel-
len 
 
a) Physiologische Dehnung 
 
In den nukleären Extrakten der AT II-Zellen kam es bei der physiologischen Dehnung 
(D- 20/15) ausgehend von einer viel höheren Konzentration von aktivierten NF-κB im 
Zellkern (im Vergleich zum Cytoplasma) dennoch zu keinem Anstieg oder zu einer 
Verringerung von NF-κB in den gedehnten Lysaten im Vergleich zu den statischen 
Kontrollproben (stat: 9,562 ± 3,659 pg/mg Protein, ged: 10,810 ± 4,542 pg/mg). 
 
Bei den A549-Zellen wurde allerdings eine leichte Zunahme (nicht signifikant) von 
NF-κB  bei einer Frequenz von 20/min und einer 15% Änderung der Oberfläche beo-
bachtet (stat: 11,792 ± 3,128 pg/mg, ged: 16,802 ± 8,419 pg/mg). 
 
In den nukleären Lysaten der Wi 38-Zellen bei einem 20/15 Dehnungsmuster konnte 
wie bei den AT-II-Zellen keine Differenz zwischen statischen und gedehnten Proben 
festgestellt werden (stat: 16,451 ± 7,285 pg/mg, ged: 16,274 ± 5,297 pg/mg). 
 
Dargestellt sind die Ergebnisse der nukleären NF-κB-Messungen bei physiologischer 
Dehnung (Frequenz von 20/min und einer 15% Änderung der Oberfläche) in Abbil-
dung 12. 
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Abb.12: Mittelwerte der NF–κB Konzentrationen in den nukleären Extrakten bei 
einer 20-15 Dehnung:  
Die bereits lysierten Pellets wurden nach Probeentnahme zur NF-κB-Bestimmung im 
Cytoplasma zentrifugiert und die enstandenen Pellets mit einem anderen zellkern-
membrandestruierenden Lysispuffer erneut lysiert. In den nun nukleären Extrakten 
wurde aktiviertes NF-κB ebenfalls mit dem gleichen Elisa von Oxford Biomedical Re-
search photometrisch gemessen. 
ATII-Zellen (n=5); A549-Zellen (n=5); F-Wi38-Zellen (n=7) 
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b) Unphysiologische Dehnung 
 
In den nukleären Extrakten der AT II-Zellen kam es bei der unphysiologischen Deh-
nung (D- 40/30) ausgehend von einer viel höheren Konzentration von aktivierten NF-
κB im Zellkern (s.o.) zu einem massiven Anstieg von aktiviertem NF-κB in den ge-
dehnten Lysaten im Vergleich zu den statischen Kontrollproben (p=0,072) (stat: 
9,308 ± 5,203 pg/mg Protein, ged: 22,701 ± 12,925 pg/mg). 
 
Bei den A549-Zellen wurde eine Verringerung von NF-κB (nicht signifikant) bei einer 
Frequenz von 40/min und einer 30% Änderung der Oberfläche beobachtet (stat: 
24,328 ± 15,643 pg/mg, ged: 17,274 ± 13,827 pg/mg). 
 
In den nukleären Lysaten der Wi 38-Zellen bei einem 40/30 Dehnungsmuster konnte 
wie bei der unphysiologischen Dehnung der Fibroblasten keine Differenz von NF-κB 
zwischen statischen und gedehnten Proben festgestellt werden (stat: 11,984 ± 4,433 
pg/mg, ged: 14,952 ± 9,033 pg/mg). 
 
Dargestellt sind die Ergebnisse der nukleären NF-κB-Messungen bei unphysiologi-
scher Dehnung (Frequenz von 40/min und einer 30% Änderung der Oberfläche) in 
Abbildung 13. 
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Abb.13: Mittelwerte der NF–κB Konzentrationen in den nukleären Extrakten bei 
einer 40-30 Dehnung:  
Die Bestimmung von aktiviertem NF-κB in 24 Stunden gedehnten nukleären Zelllysa-
ten nach dem 40/30 Dehnungsmuster, erfolgte ebenfalls mittels Elisa. 
ATII-Zellen (n=7); p=0,072; A549-Zellen (n=10); p= 0,275; F-Wi38-Zellen (n=5) (nicht 
signifikant) 
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4.4 Kinetik der NF-κB – Expression bei AT II-, A549- und Wi 38 – Zellen 
 
Die Messung von aktiviertem NF-κB erfolgte aus Proben, die 24 Stunden lang ge-
dehnt wurden. Um nun herauszufinden, ob NF-κB zu einem früheren Zeitpunkt der 
mechanischen Belastung mehr aktiviert bzw. mehr inaktives in aktiviertes umgewan-
delt wurde als nach 24 Stunden, erfolgte die Untersuchung der Kinetik der NF-κB – 
Expression bei AT II-, A549- und Wi 38 – Zellen. 
Bei allen drei Zellarten wurde die NFκB - Aktivierung durch erhöhte mechanische 
Belastung (D – 40/30) bei 1h, 2h, 4h und 24h gemessen und zusammen mit nicht 
gedehnten Proben (Messung bei 0h) in einem Verlaufsdiagramm dargestellt. 
 
4.4.1 Alveoläre Typ – II – Zellen 
 
Dabei ergab sich, dass es bei den alveolären Typ-II-Zellen in den cytosolischen Ex-
trakten auch nach 24 h zu keinem signifikanten Anstieg der aktivierten NFκB - Kon-
zentration kommt. Wohingegen in den nukleären Lysaten nach 4h ein Maximum be-
obachtet werden konnte.  
 
Zeit Aktiviertes NFκB im Cy-
tosol (pg/mg Protein) 
Aktiviertes NFκB im 
Zellkern (pg/mg Protein) 
0h 1,8 1,02 
1h 1,21 0,96 
2h 2,04 3,45 
4h 2,07 16,76 
24h 2,15 5,43 
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Abb.14: Mittelwerte (n=3) der NF–κB Konz. der ATII-Zellen im zeitlichen Deh-
nungsverlauf (40-30) bei 0h, 1h, 2h, 4h und 24h 
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4.4.2 A 549 – Zellen 
 
Bei den A549 – Zellen wurde eine leichte Erhöhung der aktivierten NFκB - Konzent-
ration nach 4h in den cytosolischen Extrakten festgestellt und ein Maximum in den 
nukleären Extrakten nach 1h. Nach 24 Stunden sank die NFκB – Konzentration wie-
der auf den Ausgangswert zurück.  
 
Zeit Aktiviertes NFκB im Cy-
tosol (pg/mg Protein) 
Aktiviertes NFκB im 
Zellkern (pg/mg Protein) 
0h 6,25 8,415 
1h 6,42 14,4 
2h 6,305 12,375 
4h 8,2 10,455 
24h 6,21 8,06 
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Abb.15: Mittelwerte (n=3) der NF–κB Konz. der A549 - Zellen im zeitlichen Deh-
nungsverlauf (40-30) bei 0h, 1h, 2h, 4h und 24h 
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4.4.3 Fibroblasten (Wi 38 – Zellen) 
 
Auch bei den Fibroblasten ist sowohl in den cytosolischen wie auch in den nukleären 
Lysaten ein Anstieg der aktivierten NFκB – Konzentration sichtbar. Wobei dieser auf 
der einen Seite in leichter Form cytosolisch nach 2h erkennbar wurde und auf der 
anderen Seite nukleär ein eindeutiges Maximum ebenfalls nach 2h beobachtet wer-
den konnte, jedoch nicht signifikant. 
 
Zeit Aktiviertes NFκB im Cy-
tosol (pg/mg Protein) 
Aktiviertes NFκB im 
Zellkern (pg/mg Protein) 
0h 2,105 2,88 
1h 4,23 6,525 
2h 5,285 11,305 
4h 3,42 3,485 
24h 2,715 3,005 
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Abb.16: Mittelwerte (n=3) der NF–κB Konz. der Wi38 - Zellen im zeitlichen Deh-
nungsverlauf (40-30) bei 0h, 1h, 2h, 4h und 24h 
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4.5 Vergleiche zwischen den unterschiedlichen Zellen 
 
Es konnte gezeigt werden, dass alle drei Zellarten – AT-II-, A549- und Wi38 - Zellen- 
differenziert auf die mechanische Belastung reagieren. Auch wird NF-κB im zeiltli-
chen Verlauf bei unphysiologischer Dehnung bei allen Zellarten nach unterschiedli-
cher Zeit verschieden stark aktiviert (s. 4.4).  
 
Durch physiologische Dehnung wird NF-κB bei den Typ II-Pneumozyten nicht ver-
mehrt aktiviert, obwohl die Dehnung bereits zu einer Membranschädigung führt. 
Bei unphysiologisch starker Dehnung mit erhöhter Atemfrequenz kommt es bei den 
AT II – Zellen zu einem massiven Anstieg von aktiviertem NF-κB im Zellkern. Dies 
korreliert mit dem Grad der Zellschädigung bei dem 40/30-Dehnungsmuster.  
 
Dehnung mit erhöhter Frequenz und Amplitude führt bei den A549 - Zellen zur Zell-
schädigung, allerdings spiegelt sich dies nicht in der Aktivierung von NF-κB beim 
40/30-Dehnungsmuster wieder. Es kommt zu einer Senkung der NF-κB – Konzentra-
tion nach 24h in den nukleären Extrakten bei unphysiologischer Dehnung. 
 
Auch bei den Fibroblasten werden die Zellen bei unphysiologischer Dehnung nach 
24h geschädigt, obwohl es bei den Wi-38-Zellen weder bei der 20/15- noch bei der 
40/30-Dehnung zu einer differenzierten Aktivierung von NF-κB in den nukleären Ex-
trakten kam. 
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4.6 Statistische Auswertung 
 
Die Erfassung der Daten erfolgte mit Microsoft EXEL. Die Diagramme wurden mittels 
dem Computerprogramm SigmaPlot (2001, Version 7.0; SPSS inc., Chicago, USA) 
erstellt. Für die Vergleiche zwischen den Versuchsgruppen wurde in Abhängigkeit 
des Vorliegens einer Normalverteilung entweder ein t-Test für abhängige Stichpro-
ben (gepaarter t-Test) oder der Wilcoxon-Test verwendet (ausgewertet mit SPSS 
15.0 für Windows). Ein Niveau von p≤0,05 wurde als statistisch signifikant festgelegt. 
Die Ergebnisse sind als Mittelwert ± Standardabweichung angegeben. 
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5 Diskussion 
 
5.1 NF-κB-Aktivierung in pulmonalen Strukturzellen bei mechanischer Belas-
tung 
 
In den Versuchen wurde deutlich, dass die gewählten Dehnintensitäten und -dauer 
zu einer Membran- bzw. Zellschädigung im Rahmen der mechanischen Belastung 
geführt haben. In den Versuchen waren sowohl bei den A549 –, den WI 38- wie auch 
bei den Typ-II Zellen signifikant höhere LDH-Werte im pathologischen Dehnmuster 
(40-30) zu messen.  
Dieses Ergebnis konnte bei den Typ II Pneumozyten, den Fibroblasten und den hu-
manen Epithelzellen (A549) erwartet werden, da die verstärkte mechanische Belas-
tung zu Apoptose und Nekrose in den Zellen führen und die Zellproliferation inhibie-
ren kann (Hammerschmidt et al. 2004; Sanchez-Esteban et al. 2002; Wu et al. 2009).  
 
Nach 24 Stunden zeigte sich in den durchgeführten Versuchen, dass bei den Typ-II 
Zellen eine deutliche Zunahme der NF-κB - Konzentration in den nukleären Extrakten 
bei Dehnung mit erhöhter Frequenz und Amplitude zu sehen ist. Dies korreliert mit 
dem Anstieg der LDH-Konzentration unter gleichen Bedingungen. Daraus schluss-
folgernd stehen bei den AT II-Zellen die NF-κB- Aktivierung und die Zellschädigung 
in unmittelbarem Zusammhang. Die Frage ist nun, wie dieses Resultat gewertet wer-
den kann.  
Bekannt ist, dass mechanische Beatmung zu einer Zunahme von proinflammatori-
schen Zytokinen und Mediatoren führt wie z.B. TNF-, Interleukine wie IL-1, IL-6 
und IL-10 (Tremblay et al. 1997). Inflammatorische Zytokine, die während der küns-
tlichen Lungenbeatmung synthetisiert werden, sind in der Lage zur Entwicklung eines 
akuten Lungenversagens wie ARDS sowie zu multiplen Organschädigungen wie 
dem MSOF beizutragen (Liu und Slutsky 1997). 
Bei der Aktivierung dieser proinflammatorischen Zytokine spielt NF-ĸB eine entschei-
dende Rolle, da einige dieser von NF-ĸB induzierten Proteine und Faktoren den 
Transkriptionsfaktor selbst aktivieren können (Collins et al. 1995). Die Cytokine 
TNF, IL-1 sowie IL-6 gehören beispielsweise dazu und sind zugleich auch die wich-
tigsten NF-ĸB gesteuerten Akute-Phase-Regulatoren (Baldwin 1996). Ebenso nimmt 
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NF-ĸB eine grundlegende Rolle in physiologischen Differenzierungsprozessen, der 
Zellzyklusprogression sowie der Apoptose ein (Baldwin 1996; Aggarval 2000; Chen 
et al. 2001; Tak und Firestein 2001; Barkett und Gilmore 1999). Ein entscheidender 
Faktor bei der Entstehung von Entzündungsreaktionen ist die Rekrutierung von Mo-
nozyten, Granulozyten sowie T- Lymphozyten aus dem Kreislauf an den Ort der In-
flammation (Nichols et al. 2001). Die dort aktivierten Leukozyten produzieren nun 
ihrerseits proinflammatorische Mediatoren, die das Entzündungsgeschehen initiieren 
und fortschreiten lassen. Die schon erwähnten proinflammatorischen Cytokine TNF 
und IL-1 aktivieren NF-ĸB in dieser Anfangsphase der Entzündung, was wiederum 
zur Produktion von weiteren entzündungsfördernden Cytokinen und zur Expression 
von Zell-Zell-Adhäsionsmolekülen wie ICAM-1, VCAM-1, PECAM-1 sowie E-Selektin 
führt. Diese sind für das Rekrutieren und Aktivieren der Leukozyten verantwortlich. 
Die durch das aktivierte NFĸB induzierten proinflammatorischen Zielgene sind unter 
anderem IL-1, IL-2, IL-6, IL-17, TNF, MCP-1, GM-CSF, COX-2, ROI sowie iNOS 
(Tak und Firestein 2001; Chen et al.1999; Makarov 2000). 
 
Nach 24 Stunden kam es bei den A549-Zellen zu einer Verringerung der NF-κB-
Konzentration und bei den Fibroblasten war gar kein Unterschied zwischen den stati-
schen Kontrollproben und den im pathologischen Dehnmuster gestretchten Zellen zu 
beobachten. Dies korreliert nicht mit dem Grad der Membranschädigung unter glei-
chen Bedingungen.  
 
Jedoch wurde auch bei der Untersuchung der Abhängigkeit der NF-κB-Expression 
vom zeitlichen Verlauf während der mechanischen Dehnung, in den nukleären Ex-
trakten der AT-II-Zellen nach vier Stunden, in den Proben der A549-Zellen bereits 
nach einer Stunde und bei den Fibroblasten nach zwei Stunden ein Maximum der 
NF- κB-Konzentration festgetsellt. Dies gibt einen Hinweis darauf, dass es sehr wohl 
in allen drei Zellarten zu einem Anstieg der NF-κB-Konzentration unter mechanischer 
Belastung kommt, allerdings zu unterschiedlichen Zeitpunkten. Dass dieser Anstieg 
bei den AT II-Zellen mit einer inflammatorischen Reaktion einhergehen kann, konnte, 
wie oben beschrieben, schon mehrfach beobachtet werden. Auch finden sich in der 
Literatur Studien, die eine erhöhte Zytokinfreisetzung und sogar NF-κB-Aktivierung 
(Rel A) auch in A549-Zellen nach mechanischer Dehnung nachgewiesen haben 
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(Ning und Wang 2007). Lediglich in humanen Lungenfibroblasten konnte noch keine 
direkte Verbindung zwischen NF-κB und pulmonaler Entzündungsreaktion nachge-
wiesen werden. 
 
5.2 Effekte von mechanichem Stress in Lungen-Zellen 
 
Es ist mittlerweile bekannt, dass bei der Regulation, Funktion und Metabolismus der 
Lungenzellen mechanische Kräfte eine entscheidende Rolle spielen (Riley et al. 
1990). Sind sie abnormal, können daraus aber auch unterschiedliche pathologische 
Prozesse resultieren, die das Lungengewebe schädigen. So bedürfen die durch me-
chanischen Stress hervorgerufenen Krankheiten der Lunge wie z.B. das Barotrauma, 
infolge der intensivmedizinischen künstlichen Beatmung, Pulmonary Hypertension, 
Pulmonary Hypoplasia, Asthma bronchiale oder COPD noch einer intensiveren For-
schung, um erfolgreich präventiv und therapeutisch gegen sie vorgehen zu können. 
Denn die Regelkreise intrazellulärer Signaltransduktionswege, die durch mechani-
sche Stimulation ausgelöst werden, sind noch nicht ausreichend aufgeklärt. 
Ableitend daraus, kann keine klare Aussage getroffen werden wie genau die mecha-
nische Reizung in ein intrazelluläres biochemisches Signal umgewandelt wird. Es 
gibt unterschiedliche Erklärungsversuche. 
Um Schädigungen rechtzeitig entgegenzuwirken, müssen diese Vorgänge weiter 
untersucht werden, um entsprechende Behandlungsmethoden entwickeln zu können.  
 
Es sind bereits diverse Versuche mit Zellen unterschiedlichen Gewebes durchgeführt 
worden, die verschiedensten Methoden mechanischer Dehnung exponiert waren, wie 
z.B. zellulare und molekulare Antworten von Herzmuskelzellen auf mechanische 
Dehnung (Sandoshima und Izumo 1997), Genregulation durch mechanische Deh-
nung von Endothelzellen (Resnick et al. 1997), Mechanotransduktion von Gefäß-
muskelzellen (Osol 1995), Knochenzellen (Turner et al. 1995) sowie Endothelialzel-
len (Davies 1995; Davies et al. 1997). 
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Auch Zellen der Lunge wurden bereits mehrfach in Verbindung mit mechanischer 
Dehnung untersucht. Wobei einerseits die Zytokinfreisetzung (Hammerschmidt et al. 
2005) und andererseits Apoptose und Nekrose (Hammerschmidt et al. 2004) im Mit-
telpunkt der Studien standen. Diese Arbeit versucht, beide Zellreaktionen miteinan-
der in Zusammenhang zu bringen. Das Verbindungsstück heißt NF-κB. 
NF-κB spielt eine bedeutende Rolle als Regulator bei der Expression von Genen, die 
grundlegende Funktionen im Entzündungsgeschehen, bei der Apoptose, der Immun-
antwort und der Zellproliferation haben. So ist er unter anderem an der Transkription 
zahlreicher Zytokine wie IL-1, IL-6, IL-8 und TNF als auch den mitogeninduzierten 
Enzymen Cox-2 und iNOS bis hin zu Granulozyten / Makrophagen-Kolonie-
stimulierenden Faktor (GM-CSF) beteiligt (Baldwin 2001; Baeuerle und Baltimore 
1996; Newton et al. 1997; Chen et al. 2001; Blackwell und Christman 1997; Tak und 
Firestein 2001; Barkett und Gilmore 1999). 
Aus diesem Grund stehen Arbeiten, die sich mit Zytokinfreisetzungen und Apoptose 
bzw. Nekrose bei mechanischer Dehnung von Zellen beschäftigt haben in unmittel-
baren Zusammenhang mit NF-κB. 
 
-Zytokinfreisetzungen bei mechanischer Dehnung 
 
Bekannt ist, dass mechanische Beatmung zu einer Zunahme von proinflammatori-
schen Zytokinen und Mediatoren führt wie z.B. TNF-, Interleukine wie IL-1, IL-6 
und IL-10 (Tremblay et al. 1997; Hammerschmidt et al. 2005). 
 
Die Freisetzung des Interleukins IL-8 beobachtete man bei der Belastung der auch in 
dieser Arbeit untersuchten human-alveolaren Epithelzelllinie A549 mit dem Flexercell 
Stretchgerät (Vlahakis et al. 1999). Als Entzündungsmediator spielt IL-8 damit eine 
wichtige Rolle bei einer inflammatorischen, pulmonalen Reaktion und ist in der Lage, 
NF-κB zu aktivieren (Manna und Ramesh 2005). Im zeitlichen Verlauf der von uns 
untersuchten NF-κB-Aktivierung konnte auch festgestellt werden, dass es nach einer 
Stunde unphysiologisch erhöhter mechanischer Dehnung zu einem Anstieg der NF-
κB-Konzentration in den nukleären Extrakten kam. 
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Ebenso wie Il-8 NF-κB beeinflusst bzw. durch NF-κB beeinflusst werden kann, gilt 
dies auch für andere pro- wie auch anti-inflammatorische Cytokine. 
Einige dieser von NF-ĸB induzierten Proteine und Faktoren, können den Transkripti-
onsfaktor selbst aktivieren (Collins et al. 1995). Dazu gehören beispielsweise die Cy-
tokine TNF, IL-1 sowie IL-6. Diese sind zugleich auch die wichtigsten NF-ĸB ge-
steuerten Akute-Phase-Regulatoren, welches die Schlussfolgerung zulässt: Wenn 
die NF-κB-Konzentration im Kern bei mechanischer Dehnung ansteigt, muss es 
gleich wohl auch zu einer Erhöhung der Cytokinkonzentrationen von IL-1, IL-6, Il-8 
und TNF im Cytoplasma kommen (Baldwin 1996). 
 
Inflammatorische Zytokine, die während der maschinellen Beatmung synthetisiert 
werden, sind in der Lage zur Entwicklung eines akuten Lungenversagens wie ARDS 
sowie zu multiplen Organschädigungen wie bei MSOF beizutragen (Liu und Slutsky 
1997).  
 
Auch von Bethmann et.al. zeigte, dass bei isolierten Mäuselungen höhere Werte von 
TNF-, und IL-6 im Perfusat gemessen wurden, wenn die mechanische Dehnung 
über die physiologische Atemfrequenz und -amplitude hinaus erhöht wurde (von 
Bethmann et al. 1998). 
 
Es konnte ebenfalls beobachtet werden, dass primär in Kultur gelegte alveolare Epi-
thelzellen, prozentual weniger Schaden nahmen, wenn sie am fünften und nicht am 
ersten Tag gedehnt wurden (Tschumberlin und Margulies 1998). 
 
Auch die Prostaglandinsynthese wird durch mechanische Dehnung beeinflusst. So 
ist bekannt, dass die Synthese von biologisch aktiven Eicosanoiden durch die Epi-
thelzellen der Luftwege zur Regulierung des Tonus der glatten Muskeln in den Luft-
wegen beiträgt und proinflammatorisch wirkt. In einer Studie konnte die Abnahme der 
Prostaglandinsynthese unter anderem von PGE2, PGI2, Thromboxane A2 von Katzen 
sowie humanen Lungenepithelzellen unter zyklischer Dehnung mit dem Flexercell 
Stretch Gerät beobachtet werden (Savla et al. 1997). Im Gegensatz dazu wurde in 
anderen Studien eine rapide Zunahme von Prostacyclinen unter Scheerstress bei 
fetalen Rattenlungenzellen gezeigt (Reeves et al. 1983; Skinner et al. 1992). 
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Aus diesen Ergebnissen lässt sich schlussfolgern, dass verschiedene mechanische 
Belastungen auch zu unterschiedlichen inflammatorischen Reaktionen führen kön-
nen. 
 
Insgesamt wurde festgestellt, dass Alveolarschäden mit dem Ausmaß und der Dauer 
der Dehnung zu- und mit der zellulären Dichte abnehmen (Tschumperlin und Margu-
lies 1998). 
 
Die maschinelle Beatmung ist wie bereits erwähnt eine wichtige Therapiemaßnahme, 
kann aber selbst auch ein akutes Lungenversagen begünstigen. Eine Dehnung der 
Lungenzellen kann neben reversiblen Veränderungen auch zu irreversiblen Schädi-
gungsmechanismen und zur Umstrukturierung von Alveolen beitragen. Eine massive 
Granulozytenverteilung von der Lunge (Alveolen) ausgehend über das Herz in den 
großen Kreislauf als Folge eines durch alveoläre Überdehnung initiierten Entzün-
dungsgeschehens, kann schließlich eine entscheidende Rolle beim MSOF (Multiple 
System Organ Failure) und Schock spielen (Slutsky und Tremblay 1998; Donelly und 
Haslett 1992; Imanaka et al. 2001).  
 
Wie genau die mechanische Belastung aber die Zellen beeinflusst und dieses Signal 
intrazellulär verarbeitet wird, ist bisher nur unzureichend beschrieben worden. Das 
Modell der Stretch-aktivierten Ionenkanäle und das Extrazellulär-Integrin-Cytoskelett-
Model sind die am meisten beachteten Erklärungsversuche (Ingber 1991; Ingber 
1993; Maniotis et al. 1997). 
 
Die Aktivität der Ionenkanäle von Lungenzellen wird durch mechanische Dehnung 
beeinflusst. In diesem Zusammenhang ist Ca2+ das am meisten beschriebene Ion, 
welches durch Dehnung der Zellen ein intrazelluläres Signal vermittelt. Bialecki et al. 
fand bei der Untersuchung des Calciumein- und -ausstroms in Rattenzellen eine Zu-
nahme desselben bei 20 %-iger Dehnung von glatten Muskelzellen der Pulmonalar-
terien heraus (Bialecki et al. 1992).  
Intergrine verbinden im Extrazellulärraum die Zellen miteinander und haben selbst 
wiederum Kontakt mit dem Cytoskelett. Dadurch wird eine Signalübertragung vom 
Extrazellulärraum über die Zelloberfläche in das Zellinnere ermöglicht. Bei den Integ-
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rinen konnte nun beobachtet werden, dass eine Druckausübung mittels einer Micro-
pipette zu einer Umorientierung der Cytoskelettfilamente führt. Damit führt mechani-
scher Stress zu einer Änderung der Cytoskeletalstarre, was wiederum eine Beeinf-
lussung spezifischer Regulatorproteine in den Zellen zur Folge haben kann (Ingber 
1991; Ingber 1993; Maniotis et al. 1997; Wang et al. 1993).  
 
- Zellschädigungen bei mechanischer Dehnung (Apoptose/Nekrose/Inflammation) 
 
Verstärkte mechanische Dehnung (pathologisch erhöhte Frequenz und Amplitude) 
können zur Auslösung von Apoptose und Nekrose bei alveolaren Typ-II-Zellen füh-
ren. Was in dieser Arbeit durch eine erhöhte Zell-/ Membranschädigung in Form ei-
ner erhöhten LDH-Konzentration bestätigt werden konnte. Durch Gabe von Captopril 
und L-Arginin kann die Apoptose bei Dehnung mit hoher Amplitude allerdings verhin-
dert werden (Hammerschmidt et al. 2004). 
 
In einer aktuellen Studie von Wu et al. wurde festgestellt, dass zyklische mechani-
sche Dehnung von A549-Zellen zu einer erhöhten Freisetzung von Pentraxin 3 Pro-
tein führt, woraus wiederum eine vermehrte Apoptose und Nekrose in den Zellen in-
duziert wird (Wu et a. 2009) 
 
Auch in fetalen Lungenfibroblasten von Ratten konnte nachgewiesen werden, dass 
mechanische Dehnung zu einer Inhibition der Zellprogression und zur Aktivierung 
von Apoptose führen kann (Sanchez-Esteban et al. 2002). 
 
Patienten, die bereits ein Multi-Organ-Versagen (MOF) haben, müssen meist über 
mehrere Tage beatmet werden. Die meisten Studien untersuchten vorrangig den Be-
ginn des MOF. Uhlig et al. beobeachtete hingegen den Verlauf in Abhängigkeit ver-
schiedener Ventilationsstrategien. Nach intraperitonealer Zymosaninjektion wurden 
Mäuselungen ex vivo normal (protective)- und überventiliert (Overventilation). Nach 7 
Tagen zeigte sich eine erhöhte NF-κB-Aktivierung, Aktkinase Phosphorylierung und 
Zytokinfreisetzung, welche ferner durch Überventilation verschlimmert wurde. Nach 
14 Tagen konnte eine pulmonale Hypertension, eine reduzierte Lungenfunktion und 
eine pulmonale Inflammation festgestellt werden (Uhlig et al. 2006). 
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5.3 Zukünftige Studien 
 
In unserer Arbeit konnten wir zeigen, dass mechanischer Stress allein zu einer deut-
lichen Erhöhung von LDH und einer unterschiedlichen Aktivierung von NF-κB bei al-
veolären Pneumozyten Typ-II, humanen Lungenfibroblasten (Wi 38) und humanen 
Lungenepithelzellen (A549) geführt haben. Im Zusammenhang mit anderen Studien 
lässt das die Schlussfolgerung zu, dass Patienten, die künstlich beatmet werden, 
leichter eine Entzündung der Atemwege entwickeln können, was wiederum ein aku-
tes Lungenversagen oder sogar ein multiples Organversagen zur Folge habe kann. 
In vielen Studien werden bereits Interventionsstrategien untersucht, um die Gefahr 
eines Ventilator-induzierten-Lungenversagens (VILI) zu reduzieren. So wurde in ei-
ner Studie festgestellt, dass Rapamycin die Apotose in pulmonalen mikrovaskulären 
Endothelzellen nach mechanischer Dehnung reduzieren kann (Raaz et al. 2009). 
Aber auch verschiedene bzw. wechselnde Ventilationsstrategien können einen pro-
tektiven Effekt durch Anregung der Surfactant-Sekretion haben (Stephen et al. 2009). 
In zukünftigen Studien müssen weitere Strategien entwickelt werden, ob nun in Form 
einer Pharmakaintervention oder veränderter Ventilationsstrategien, um Lungen-
schäden durch Ventilator-induziertes Lungenversagen oder sogar ARDS zu vermei-
den bzw. zu verringern. 
 
Weiterer Forschungsbedarf ist insbesondere auf dem Gebiet der Signaltransduktion 
von mechanischem Reiz in eine biochemische Reaktion nötig. Um intervenieren zu 
können, müssen die Signaltransduktionswege besser aufgeklärt werden. Es konnte 
zum Beispiel schon festgestellt werden, dass IL-10 einen protektiven Effekt in Form 
der Inhibition von IL-8 während der mechanischen Belastung haben kann (Hyeon-
Soo et al. 2008) 
Auch die Interaktion von mehreren zusammentreffenden Faktoren wie Dehnung, 
Entzündung, Fibrose oder auch ein malignes Geschehen sollten weiter untersucht 
werden. Wie reagieren pulmonale Strukturzellen bei Stretch in Anwesenheit von an-
deren schädigenden Einflüssen wie z.B. bakterieller oder viraler Inkontamination, 
Hyper- oder Hypoxie.  
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Wichtig wäre auch eine Kombination der in-vitro mit den in-vivo-Versuchen. Zellkultu-
ren haben zwar den Vorteil, dass man eine Zellgruppe unter gut kontrollierten Bedin-
gungen untersuchen kann, das Tiermodell oder aber auch das Modell der isolierten 
Tierlunge ermöglichen die Erforschung komplexer (patho)physiologischer Zusam-
menhänge. Auch die Kommunikation zwischen verschiedenen Zell-Typen oder die 
Komplexität von Zell-Zell und Zell-Matrix Interaktionen kann nicht vollkommen in Zell-
Kulturen simuliert werden. Ein weiterer wichtiger Schritt wäre auch der Vergleich der 
aus Tierzellen gewonnen Werte mit denen aus humanen Lungengewebe. 
 
 
 
Zusammenfassung 
 
 
79 
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Obwohl die künstliche bzw. mechanische Beatmung bei der Therapie von ALI / 
ARDS eine wichtige und bedeutende Rolle spielt, kann sie selbst eine akute Lungen-
schädigung auslösen oder bestehende pulmonale Beeinträchtigungen verstärken. 
Zentraler Schädigungsmechanismus ist die alveoläre Überdehnung durch hohe Ti-
dalvolumina. Selbst bei der Anwendung kleiner, protektiver Tidalvolumina in Lungen 
mit einem nur geringen Anteil belüfteter Alveolen kann es in diesen zu alveolärer 
Überdehnung kommen. Diese Überdehnung führt einerseits zu mechanisch induzier-
te Apoptose sowie Nekrose und andererseits zu einer mechanisch induzierten Ver-
änderung der Mediatorenfreisetzung hin zu einem pro-inflammatorischen Muster. Da 
der Transkriptionsfaktor NF-κB zahlreiche Mediatoren aktiviert bzw. von ihnen beeinf-
lusst werden kann, nimmt er in diesem Geschehen eine ganz besondere Schlüssel-
position ein.  
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In der vorliegenden Arbeit wird der Hypothese nachgegangen, ob die NF-κB-
Aktivierung bei der mechanischen Dehnung und dem daraus resultierenden inflam-
matorischen Verhalten von pulmonalen Strukturzellen verändert wird und in wie weit 
ein Zusammenhang zwischen Dehnung, Zellschädigung und NF-κB besteht. 
 
Dafür wurden sowohl frisch isolierte alveoläre Ratten-Typ-II Zellen, Zellen der hu-
man-alveolaren Epithelzelllinie A549 sowie Lungen- Fibroblasten der Zell-Linie Wi 38 
untersucht. Alle drei Zellarten wurden auf einem speziellen elastischen Silikonboden 
von 6er-Well-Platten inkubiert, wo sie mit Hilfe des Flexercell-Stretch-Gerätes (FX 
3000) als Zellmonolayer equibiaxial für 24 Stunden gedehnt wurden. 
Auch die zeitliche Abhängigkeit der NF-κB-Expression von der mechanischen Deh-
nung wurde untersucht.  
 
Dabei konnte festgestellt werden, dass ein Zusammenhang zwischen NF-κB-
Aktivierung, Zellschädigung und mechanischer Dehnung existiert. Wobei bei unter-
schiedlichen Zellarten auch variierende Ergebnisse beobachtet werden konnten. 
 
Im Zusammenhang mit anderen aus unserer Forschungsgruppe und in der Literatur 
stammenden Erkenntnissen konnte so eine Verknüpfung zwischen NF-κB-
Aktivierung, Zytokinfreisetzung und inflammatorischer pulmonaler Reaktion nachge-
wiesen werden. 
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8 Abkürzungsverzeichnis 
 
Einige Abkürzungen werden nachfolgend aufgeführt: 
 
Ak Antikörper 
CaCl2 Calciumchlorid 
DMEM Dulbecco's Modified Eagle Medium 
DNA  Desoxyribonukleinsäure 
DTT Dithiothreitol 
EDTA Ethylendiamintetraessigsäure 
EGTA Ethylenglycol-bis-(2-aminoethylether)-
tetraessigsäure 
FKS fetales Kälberserum 
HCl Hydrogenchlorid = Chlorwasserstoff 
HEPES N-2-Hydroxyethylpiperazin-N´-2-
Ethansulfonsäure 
Ig Immunglobulin 
KCl Kaliumchlorid 
MgCl2 Magnesiumchlorid 
MgSO4 Magnesiumsulfat 
Na3Vo4  Trinatriumvanadattrihydrat 
NaCl Natriumchlorid 
NaF Natriumfluorid 
nE nukleäre Extrakte 
NLP Nukleärer Lysis Puffer 
P1 / 2 Puffer 1 / 2 
PBS Phosphat-gepufferte Salzlösung (Phos-
phate buffered saline) 
PMSF 
 
Phenylmethylsulfonylfluorid 
 
RPMI Roswell Park Memorial Institute (Zellkul-
turmedium dort entwickelt) 
TRIS Tris(hydroxymethyl)-aminomethan = 
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Trometamol 
Tween 20 Polysorbate 20 = Polyoxyethylen(20)-
sorbitan-monolaurat 
zE zytosolische Extrakte 
ZLP Zytosolischer Lysis Puffer 
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Abb.  1 NF-κB/Rel- und IκB-Proteine  
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Stroh, C. (2002): Entwicklung neuer Proteintransduktionssysteme zur Hemmung des 
Transkriptionsfaktors NF-κB. Naturwissenschaftliche Dissertation. Tübingen. 
Abb.  3 Der IKK-Komplex als zentrale Schaltstelle der NF-ĸB-Aktivierung. 
Baumgartner, B. (2005): Dysregulation des NF-κB-Systems bei akuter 
myeloischer Leukämie. Medizinische Doktorarbeit. München. 
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nischer Belastung (Zell stretch in vitro). Medizinische Doktorarbeit. Gießen. 
Abb.  6 Flexercell® Tension Plus™ System (FX-3000) 
Abb.  7 grafische Darstellung der Dehnampiltude und –frequenz 
Abb.  8 Mittelwerte der LDH – Konzentration bei einer physiologischen 20-15 
Dehnung 
Abb.  9 Mittelwerte der LDH – Konzentration bei einer patholgische 40-30 Deh-
nung 
Abb. 10 Mittelwerte der NF-κB Konzentrationen in den cytosolischen Extrakten 
bei einer 20-15 Dehnung 
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bei einer 40-30 Dehnung 
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Abb. 13 Mittelwerte der NF-κB Konzentrationen in den nukleären Extrakten bei 
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Abb. 14 Mittelwerte (n=3) der NF–κB Konz. der ATII-Zellen im zeitlichen Deh-
nungsverlauf (40-30) bei 0h, 1h, 2h, 4h und 24h 
Abb. 15 Mittelwerte (n=3) der NF–κB Konz. der A549 - Zellen im zeitlichen Deh-
nungsverlauf (40-30) bei 0h, 1h, 2h, 4h und 24h 
Abb. 16 Mittelwerte (n=3) der NF–κB Konz. der Wi38 - Zellen im zeitlichen Deh-
nungsverlauf (40-30) bei 0h, 1h, 2h, 4h und 24h 
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